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Resumo
Os biossurfactantes são compostos amplamente estudados em todo o mundo. Suas ca-
racterísticas o tornam muito atrativo em relação aos surfactantes sintéticos. Dentre essas
características podemos citar, a baixa toxicidade, boa compatibilidade com a pele e olhos,
biodegradabilidade e produção a partir de substratos renováveis. No entanto, o custo de
produção dos biossurfactantes ainda inviabiliza sua produção em escala industrial.
Tradicionalmente, os hidrocarbonetos têm sido os substratos escolhidos para a produ-
ção de biossurfactantes e bioemulsificadores. É assumido que a produção de biossurfactan-
tes é induzida para tornar o substrato hidrofóbico acessível a célula. Contudo, substratos
solúveis em água também podem ser utilizados para a produção dos surfactantes biológi-
cos. Esses últimos são mais baratos do que os hidrocarbonetos e preferidos em processos
fermentativos, devido ao fato de que as fermentações monofásicas são mais simples do que
as fermentações bifásicas. Além disso, o uso de hidrocarbonetos são inaceitáveis para a
produção de biossurfactantes destinados a aplicações em alimentos, cosméticos e produtos
farmacêuticos. Uma grande variedade de matérias-primas estão atualmente disponíveis
como substrato orgânico para fermentações industriais, dentre as quais podemos destacar
os resíduos agroindustriais. Essas matérias-primas possuem vantagens de serem encon-
tradas em excesso e produzidas em regiões de clima tropical ou temperado.
Atualmente, com o aumento da demanda de produção de biodiesel, o glicerol tem
ganhado atenção no cenário de bioprocessos, demonstrando ser uma matéria-prima de
grande disponibilidade para produção de biomoléculas de interesse industrial. Segundo a
Agência Nacional de Petróleo (ANP-Brasil), o Brasil é ranqueado como o maior produtor e
consumidor de biodiesel do mundo: 1,2 bilhões de litros/ano em 2008, gerando de 120.000
toneladas de glicerina residual nesse processo.
Logo, o presente trabalho teve como objetivo selecionar um substrato orgânico de
baixo custo, de forma a tornar viável a produção e comercialização dos biossurfactantes
em larga escala. Dentre as 19 linhagens microbianas avaliadas, o microrganismo Ba-
cillus subtilis LSFM05 foi selecionado para a produção de biossurfactantes, utilizando
glicerina residual bruta como substrato orgânico. A temperatura de 32oC e concentra-
ção de glicerina de 5% v/v foram designadas como condições ótimas para a produção
de biossurfactantes, através do planejamento experimental. A produção dos biossurfac-
tantes foi realizada em fermentador um litro nas rotações de 150, 250 e 350 rev.min-1.
A fermentação conduzida à 250 rev.min-1 apresentou melhor desempenho na formação
de espuma e produção de biossurfactante. Em seguida, essa condição foi reproduzida
em fermentador de 10 litros, que apresentou rendimento de 0,69 g.L-1. Após a execu-
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ção dos processos fermentativos, os biossurfactantes foram recuperados por precipitação
ácida, purificados em coluna de adsorção e caracterizados utilizando Espectrometria no
Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-FT), Espectrometria de Ressonância
Magnética (1H e 13C RMN) e Espectrometria de Massa (ESI-MS/MS). O biossurfactante
foi caracterizado como uma isoforma do lipopeptídio surfactina, contendo 14 átomos de
carbono na cadeia lipídica e sete aminoácidos do anel peptíco. A espectrometria de
massa foi capaz de elucidar a composição e sequência de aminoácidos do peptídio cíclico
GluOMe(1)/Leu(2)/Leu(3)/Val(4)/Asp(5)/Leu(6)/Leu(7) e os espectros de 1H e 13C -
RMN foram de extrema importância para comprovar a esterificação do aminoácido ácido
glutâmico. O microrganismo Bacillus subtilis LSFM05 também foi caracterizado como
co-produtor de fengicina. A espectrometria de massa apresentou ser uma técnica sensível
e rápida para a caracterização dos homólogos A e B de fengicina. A surfactina C14/Leu7
foi avaliada com relação a toxicidade ambiental sobDaphnia similis, apresentando EC50
em 1500 mg.L-1. A surfactina apresentou atividade antiviral contra o vírus envelopado
Herpervirus bovino (BoHV-1), inibindo 100% da infectividade do vírus na concentração
de 0,25 µM, porém, não apresentou atividade antimicrobiana para os microrganismos
avaliados até a concentração de 1mg.mL-1. A surfactina também foi avaliada com rela-
ção a citotoxicidade sob fibroblastos c3T3 de camundongos, e o valor de EC50 não foi
determinado na faixa de concentração estudada, indicando níveis de toxicidade para esse
tipo de célula. No âmbito na nanotecnologia, o extrato bruto contendo os biossurfactan-
tes mostrou-se uma ferramenta útil na dispersão de nanotubos de carbono, em água de
cultivo de Daphnia, tornando possível o estudo de ecotoxicologia desses nanomateriais.
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Abstract
In recent years biosurfactants have attracted considerable attention because they offer se-
veral advantages in comparison with synthetic surfactants: low toxicity, greater biodegra-
dability, better environmental compatibility, greater foaming, specific activity at extreme
temperatures, pH and salinity, and the possibility of being produced from renewable sour-
ces and industrial wastes However, biosurfactants have not yet been employed extensively
in industry because of their relatively high production and recovery costs.
The cost can be reduced by strain improvement, optimizing medium composition by
statistical methods or by using alternative inexpensive substrates. Traditionally, hydro-
carbons have been the substrates of choice to produce biosurfactants and bioemulsifiers.
It is assumed that surfactant production is induced to render hydrophobic substrates ac-
cessible to the cell, but water-soluble substrates such as molasses, cassava waste-water and
potato substrates have also been used for biosurfactant production. The latter are cheaper
than hydrocarbons and are the preferred substrates, because single-phase fermentation is
simpler than biphasic fermentation and in addition the hydrocarbon substrates are unac-
ceptable for many applications, such as in foods, cosmetics and pharmaceutical products.
One alternative substrate aimed at decreasing costs in the production of biosurfactants
could be the waste glycerol obtained from the biodiesel industry. Brazil is ranked amongst
the greatest producers and consumers of biodiesel in the world: 1.2 billion liters /year
in 2008, according to the National Petroleum Agency-Brazil (ANP) generating 120,000
tons of waste glycerol in this process. The data described above may support the idea of
applying the raw glycerol in the production of biosurfactant on a large-scale.
This present study aimed to select an low cost organic substrate, in order to become
viable the biosurfactant production on a large scale. Among the 19 microbial strains eva-
luated, the microorganism Bacillus subtilis LSFM-05 was selected for the biosurfactant
production using raw glycerol as organic substrate. The temperature of 32oC and gly-
cerol concentration of 5% v/v were designated as optimal conditions for the production
of biosurfactants, by response surface methodology. The production of biosurfactants
was carried out by one liter fermentor at 150, 250 and 350 rev.min-1. The 250 rev.min-1
fermentation was the best performance in foaming and biosurfactant production. Then,
this condition was reproduced in 10 liter fermentor, with yield of 0.69 g.L-1. After the
fermentation processes, the biosurfactants were recovered by acid precipitation, purified
by adsorption column and characterized using Infrared Spectroscopy Fourier Transform
(FT-IR), Magnetic Resonance Spectroscopy ( 1H and 13C NMR) and Mass Spectrome-
try (ESI-MS/MS). The biosurfactant was characterized as a surfactin isoform, containing
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14 carbon atoms in the lipid chain and 7 aminoacids in the peptide portion. The mass
spectrometer was able to elucidate the composition and aminoacids sequence in the cyclic
peptide GluOMe(1)/Leu(2)/Leu(3)/Val(4)/Asp(5)/Leu(6)/Leu(7). The microorganism
Bacillus subtilis LSFM-05 was characterized as a fengycin co-producer. The mass spec-
trometry have been a sensitive and rapid technique for fengycin homologues characteri-
zation. The C14/Leu7 surfactin presented EC50 value of the 1500 mg.L-1 against Daphnia
similis in ecotoxicological studies. The surfactin showed antiviral activity against enve-
loped bovine herpesvirus (BoHV-1), inhibiting 100 % of the infectivity at concentration
of 0.25 µM, however, it didn't show antimicrobial activity for microorganisms evaluated
until concentration of 1mg.mL-1. The surfactin cytotoxicity in mice fibroblasts c3T3 was
evaluated as well, and the EC50 value was not determined in the studied concentration
range, indicating low levels of toxicity for this cell type. Concerning to applications in
nanotechnology, the biosurfactants proved to be a useful tool in the dispersion of carbon
nanotubes in standard water cultivation of Daphnia, enabling future studies about the
environmental toxicology of these nanomaterials.
vii
Dedico
À Deus, Senhor de todas as coisas; À minha amada mãe Helena (in memoriam) por
seu amor e dedicação imensuráveis; Ao meu pai Djair, irmãos Cláudio e Rafael e Cunhada
Adriana; Ao meu noivo Carlos Eduardo por tudo de bom que você representa em minha
vida.
Combati o bom combate, completei a corrida e guardei a Fé.
Segunda Carta de São Paulo a Timóteos, Capítulo 4, Versículo 7.
Agradecimentos
À Deus pelo dom da vida renovado em cada manhã. A Jesus pela sua fidelidade e a
Maria por sua presença suave e serena.
Ao meu pai Djair Faria pelo amor zeloso, paciência e perseverança de estar sempre
junto, apoiando e incentivando, mesmo quando os momentos são de dor e sofrimento.
Aos meus amados irmãos Cláudio e Rafael pelos abraços apertados, doces sorrisos, beijos
fraternais e amizade sincera. Sou muito feliz por ter vocês em minha vida. A minha
cunhada e amiga Adriana pela alegria de viver, nobreza de espírito e caridade dedicados
a nossa família.
À minha mãe Helena Fonseca de Faria pelo exemplo de vida, amor incondicional, apoio
e incentivo em todos os momentos. Você era e ainda é minha melhor amiga e confidente.
Amor que ultrapassa todas as formas de presença física e material. Saudades eternas de
seus beijos e carinhos.
Em especial ao meu noivo Carlos Eduardo de Andrade e sua família pelo carinho
dedicado a mim. Obrigada pelo companheirismo, lealdade, compreensão e amor durante
o doutorado. Pela ajuda nas noites de trabalho no laboratório, ombro amigo nos momentos
difíceis, por seu humor irreverente e pelas flores e chocolates nas manhãs de sábado. Posso
confessar, sem medo de errar, que minha vida é muito mais feliz em sua companhia. Você
possui todas as qualidades de um grande homem e por isso tudo você é o meu amor.
Aos tios Sérgio, Célio (Dito), Silmério (Dinho), Simara, Celso (Dunga) e Silvânio pela
compreensão nos momentos de ausência e pelo apoio nas situações difíceis. Em especial
a Tia Maria Lúcia por sua doçura, amizade e orações.
À Universidade Federal de Viçosa pela minha formação profissional e ao Professor Prof.
Dr. Marcos Rogério Tótola pela oportunidade de trabalhar em seu grupo de pesquisa junto
ao Laboratório de Biodiversidade e Biotecnologia para o Meio Ambiente.
À Profa. Dra. Lúcia Regina Durrant (orientadora) por ter me acompanhado durante
todo o processo de formação do doutorado, pela sua amizade, consideração e conselhos
valiosos. Obrigada pela paciência, compreensão nos momentos turbulentos e confiança
depositada em meu trabalho.
À Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) por ter sido minha casa aco-
lhedora nesses anos. Universidade que me ofereceu excelente estrutura para o trabalho
cientifico, professores qualificados, bibliotecas equipadas, ambiente propício ao aprendi-
zado e me possibilitou fazer muitos amigos.
Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnológico (CNPq) pelo apoio
financeiro.
ix
Aos companheiros e amigos do LSFM: Cristiano (Crisinho querido), Ísis (Zizinha),
Verônica (Vezinha), Francine (Fran), Maricy, Elisângela (Eli), Kethlen, Éder, Alberto
(Beto), Fábio, Érika, Fernanda (Nanda), Lígia, Ivan, Tairi (Wisetec Ltda.) e Emerson
pela companhia nos dias de trabalho, compreensão, carinho e ajuda inestimáveis. Em
especial a Ísis Serrano Silva, grande amiga e conselheira que ganhei para toda a vida e
por todo o sempre. Sua generosidade e caridade fazem de você uma pessoa raríssima.
Ao Prof. Dr. Oswaldo Luiz Alves por me receber em seu laboratório (LQES- Labo-
ratório de Quimica do Estado Sólido/IQ/Unicamp) para a realização de uma parte desse
trabalho. Obrigada pelo exemplo de dedicação aos alunos e ao laboratório, otimismo,
perseverança e vigorante disposição para o trabalho acadêmico.
Aos amigos que conquistei no LQES: Rafael, Larissa, Rafaela, Natália, Carolina, Odair,
Leila, Flávio, Amauri, Artur, Felipe, Renan e o técnico Paulo pela compreensão, amizade
e bem querer, porque afinal de contas pra vocês eu sou a queridona. Agradecimento es-
pecial ao querido amigo Diego Stéfani pela excelentes ideias compartilhadas, força interior
para vencer os obstáculos e por seu otimismo operante. Obrigada pela amizade, apoio e
incentivo durante todo esse trajeto.
Às amigas de república em especial a Márcia Baratto, Ariana Bazzano, Beatriz Jun-
queira, Fabiana Brizola, Lucy de Bem, Juliana Gobbo e Maria Carolina (Moras) que se
transformaram em muito mais do que companheiras de repúblicas, mas em verdadeiras
irmãs, com as quais eu sempre posso contar.
À minha grande amiga Cristina Takeiti, por sua inteligência, sabedoria, zelo, amizade
e excelentes momentos compartilhados em Campinas. Saudades imensas.
À Bernadete e Clodoaldo (primos da Vanessa Lopes) que me receberam e me hos-
pedaram em Campinas, para que eu fizesse a prova de seleção da FEA no ano de 2004.
Obrigada pela hospitalidade, carinho e acolhida.
Aos amigos Rosana Goldbeck, Abraão, Marcos, Hemi, Ana Paula, Elizama e Fifa
(técnica) do Laboratório de Engenharia de Bioprocessos/FEA pelo apoio e incentivo. Em
especial, ao amigo Geraldo Barbosa, por sua boa vontade na ajuda com as fermentações,
por sua amizade, carinho e dedicação. Sou feliz em saber que tenho você como amigo.
À Granol Ltda. e Ceralit S.A. pela doação das amostras de Glicerina.
Ao Prof. Dr Antônio Demumer (Departamento de Química/UFV) pela ajuda conce-
dida durante o processo de purificação dos biossurfactantes.
À Dra. Marta Teixeira Duarte e Dr. Alexandre Ponezi pela amizade e ajuda na
realização dos testes de atividade antimicrobiana.
À Profa. Dra. Maria Silvia Gatti (IB/Unicamp) pela oportunidade de aprender um
x
pouco sobre virologia durante o acompanhamento dos testes de atividade antiviral.
À Profa. Dra. Carmen Ferreira (IB/Unicamp) e a aluna de doutorado Daisy Machado
pela parceria na realização dos testes de citotoxicidade.
Ao Dr. Willian Zambuzzi pela parceria na condução dos testes de atividade antitu-
moral (dados não mostrados na Tese).
À Profa. Dra. Gisela Umbuzeiro, e aos alunos Gilberto Gill e Diego Stéfani pela ajuda
na realização dos testes de ecotoxicologia aquática.
Aos meus vizinhos em Divinópolis, Dona Fausta, Senhor Jesus e Dona Isabel pelas
orações e ajuda nos momentos difíceis. Aos amigos de Viçosa Lidiane Faria, Vanessa
Lopes, Cristiane Cazal, Zilene Alves, Josie, Douglas Ferreira, Aline Ferreira, Marcus
Kangussu, Marcelo, Maju, Hosana Andrade pela amizade e carinho. Em especial à Tânia
Maria Lima (Bioagro/UFV) pela paciência, carinho e co-orientação durante a iniciação
científica. Todos vocês, com certeza, foram peças fundamentais para que eu pudesse
chegar aqui.
Aos diáconos e amigos, Adão e Alex, pela amizade sincera, orações e exemplo de vida.
Aos funcionários da FEA Cosme Perota, Marcão e Jardete pelo apoio e paciência
durante os trâmites burocráticos decorrentes do curso e confecção da tese.
À todos os quais eu não citei o nome, mas que foram muito importantes para a
conclusão dessa etapa, meus sinceros agradecimentos. Todos estão guardados em meu
coração.
xi
Sumário
1 Introdução 1
2 Revisão Bibliográfica 3
2.1 Biossurfactantes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
2.1.1 Classificação e Origem Microbiana . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
2.1.2 Propriedades Físico-Químicas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
2.1.3 Função Fisiológica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
2.2 Produção dos Biossurfactantes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
2.2.1 Métodos Utilizados para Seleção de Microrganimos Produtores . . . 11
2.2.2 Biossíntese e Genética . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
2.2.3 Fatores que Influenciam a Produção . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
2.2.4 Utilização de Substratos Renováveis e de Baixo Custo . . . . . . . . 15
2.2.5 Cinética da Produção . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
2.2.6 Recuperação dos Biossurfactantes Pós-Produção . . . . . . . . . . . 19
2.2.7 Caracterização Química . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.3 Aplicações dos Biossurfactantes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
2.3.1 Aplicações Ambientais . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
2.3.2 Aplicação nas Indústrias de Alimentos e Cosméticos . . . . . . . . . 23
2.3.3 Aplicações Medicinais e Biológicas . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
2.3.4 Aplicação em Nanotecnologia . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
Referências Bibliográficas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
xii
3 Seleção das Linhagens Produtoras de Biossurfactantes 37
3.1 Introdução . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
3.2 Material e Métodos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
3.2.1 Seleção quanto a Produção de Biossurfactantes . . . . . . . . . . . 39
3.2.2 Avaliação de Subtratos Orgânicos NãoConvencionais . . . . . . . . 41
3.3 Resultados e Discussão . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
3.3.1 Seleção das Linhagens Produtoras de Biossurfactantes . . . . . . . . 43
3.3.2 Avaliação de Subtratos Orgânicos NãoConvencionais . . . . . . . . 45
3.4 Conclusões . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
Referências Bibliográficas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
3.5 Referências . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
4 Avaliação da Temperatura e Concentração de Glicerina Ótimas 56
4.1 Introdução . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
4.2 Material e Métodos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57
4.2.1 Identificação da Linhagem Bacillus subtilis Produtora de Biossur-
factante . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57
4.2.2 Delineamento Composto Central Rotacional para Otimização da
Produção de Biossurfactantes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58
4.2.3 Meio de Cultivo e Inóculo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59
4.2.4 Avaliação da Produção de Biossurfactantes . . . . . . . . . . . . . . 59
4.3 Resultados e Discussão . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
4.3.1 Identificação Taxonômica do Isolado Produtor de Biossurfactante . 60
4.3.2 Delineamento Composto Central Rotacional . . . . . . . . . . . . . 61
4.4 Conclusões . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69
Referências Bibliográficas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69
4.5 Referências . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69
5 Estudo da Rotação em Fermentadores de Bancada 71
5.1 Introdução . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71
5.2 Material e Métodos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73
5.2.1 Análise Elementar (CHN) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73
5.2.2 Fermentação em Fermentadores de Bancada de 1 Litro . . . . . . . 73
5.2.3 Determinação da Biomassa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74
5.2.4 Degradação do Glicerol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74
5.2.5 Determinação da Diluição Micelar Crítica (DMC-1 e DMC-2) . . . . 74
xiii
5.2.6 Recuperação do Biossurfactante Bruto a partir da Espuma e do
Caldo Fermentado Produzidos em Fermentador de Bancada . . . . 75
5.2.7 Produção de Biossurfactantes em Fermentador de Bancada de 10
Litros . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75
5.3 Resultados e Discussão . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76
5.3.1 Análise Elementar . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76
5.3.2 Fermentações a 150 rev.min-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77
5.3.3 Fermentação a 250 rev.min-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79
5.3.4 Fermentação a 350 rev.min-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81
5.3.5 Produção de Biossurfactantes em Fermentador de Bancada de 10
Litros . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 83
5.4 Conclusões . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 88
Referências Bibliográficas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 89
5.5 Referências . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 89
6 Purificação e Caracterização Química da Surfactina 91
6.1 Introdução . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 91
6.2 Material e Métodos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 92
6.2.1 Purificação da Surfactina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 92
6.2.2 Caracterização Química da Surfactina . . . . . . . . . . . . . . . . . 93
6.2.3 Propriedades Físico-Químicas da Surfactina Purificada . . . . . . . 94
6.3 Resultados e Discussão . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 94
6.3.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) . . . . . . . . . . . . . 94
6.3.2 Espectroscopia Infravermelho IV-TF . . . . . . . . . . . . . . . . . 94
6.3.3 Ressonância Magnética Nuclear (1H e 13C - RMN ) . . . . . . . . . 95
6.3.4 Espectrometria de Massas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98
6.3.5 Concentração Micelar Crítica e Índice de Emulsificação . . . . . . . 103
6.4 Conclusões . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 107
Referências Bibliográficas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 107
6.5 Referências . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 107
7 Caracterização de Homólogos de Fengicina Utilizando ESI/MS-MS 110
7.1 Introdução . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 110
7.2 Material e Métodos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111
7.2.1 Extração da fengicina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111
7.2.2 Purificação . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111
xiv
7.2.3 Espectroscopia no Infravermelho IR-TF . . . . . . . . . . . . . . . . 112
7.2.4 Espectrometria de Massas Nano-ESI-FTMS . . . . . . . . . . . . . 112
7.3 Resultados e Discussão . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 113
7.3.1 Cromatografia em Camada Delgada . . . . . . . . . . . . . . . . . . 113
7.3.2 Espectroscopia no Infravermelho . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 113
7.3.3 Espectrometria de Massa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 114
7.4 Conclusões . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 123
Referências Bibliográficas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 124
7.5 Referências . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 124
8 Aplicações dos Biossurfactantes 126
8.1 Introdução . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 126
8.2 Materiais e Métodos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 127
8.2.1 Ecotoxicidade Aguda sob Daphnia similis . . . . . . . . . . . . . . 127
8.2.2 Citotoxicidade em Fibroblastos de Embrião de Camundongo . . . . 128
8.2.3 Atividade Antiviral . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 129
8.2.4 Atividade Antimicrobiana . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 131
8.2.5 Dispersão de Nanotubos de Carbono . . . . . . . . . . . . . . . . . 131
8.3 Resultados e Discussão . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 132
8.3.1 Ecotoxicidade Aguda sob Daphnia similis . . . . . . . . . . . . . . 132
8.3.2 Citotoxicidade sob Fibroblastos de Embrião de Camundongo . . . . 135
8.3.3 Atividade Antiviral . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 137
8.3.4 Atividade Antimicrobiana . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 139
8.3.5 Dispersão de Nanotubos de Carbono . . . . . . . . . . . . . . . . . 141
8.4 Conclusões . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 146
Referências Bibliográficas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 146
8.5 Referências . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 146
9 Conclusões e Considerações Finais 151
xv
Lista de Tabelas
3.1 Composição dos Meios de Cultivo e soluções de oligoelementos: a) Meio
Basal, b) GYP, c) Elementos-traço e d) Vitaminas. . . . . . . . . . . . . . 40
3.2 Seleção dos microrganismos quanto a produção biossurfactantes em meio
basal acrescido de tetradecano . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
3.3 Índice de Emulsificação EI24h em óleo diesel . . . . . . . . . . . . . . . . . 48
3.4 Índice de Emulsificação (EI24h) em querosene . . . . . . . . . . . . . . . . . 48
3.5 Atividade de emulsificação O/A em tolueno . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
4.1 Valores utilizados no planejamento experimental para a produção de bios-
surfactantes. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59
4.2 Perfil de ácidos graxos da membrana celular do microrganismo Bacillus
subtilis LSFM  05. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61
4.3 Matriz do planejamento experimental com valores reais e codificados . . . . 62
4.4 Coeficientes de regressão do planejamento experimental para a resposta
CMC. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
4.5 Coeficiente de regressão do DCCR para a resposta γCMC. . . . . . . . . . 64
4.6 ANOVA para a resposta γCMC. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64
4.7 Valores de γCMC experimentais, previstos pelo modelo, desvios e desvios
relativos para o planejamento experimental. . . . . . . . . . . . . . . . . . 66
5.1 Análise elementar da glicerina residual. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76
6.1 Homólogos da surfactina produzida por B. subtilis LSFM-05 . . . . . . . . 100
xvi
7.1 Atribuição dos homólogos de fengicina A e B para os picos encontrados na
análise por espectrometria de massa (Figura 7.4). . . . . . . . . . . . . . . 122
8.1 Microrganismos avaliados no teste quantitativo de atividade antimimicro-
biana. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 140
xvii
Lista de Figuras
2.1 Estrutura química de biossurfactantes produzidos por microrganismos. . . 6
3.1 Tensão superficial (mN.m-1) do sobrenadante em diferentes substratos or-
gânicos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
3.2 Concentração Micelar Crítica do sobrenadante em diferentes substratos or-
gânicos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52
4.1 Identificação Taxonômica e árvore filogenética do isolado Bacillus sp. . . . 60
4.2 Relação entre tensão superficial e concentração do sobrenadante de B. sub-
tilis LSFM05 cultivado em glicerina residual . . . . . . . . . . . . . . . . 63
4.3 Superfície de resposta em função da temperatura e concentração de glice-
rina para a γCMC. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65
4.4 Superfície de contorno em função da temperatura e concentração de glice-
rina para a γCMC. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65
4.5 Dinâmica da produção de biossurfactante utilizando as condições ótimas
estabelecidas pelo planejamento experimental. . . . . . . . . . . . . . . . . 68
5.6 Fermentação de 10 litros realizada em fermentador New Brunswick Bioflo
3000 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85
6.1 Cromatografia de camada delgada dos compostos de superfície ativa . . . . 95
6.2 Infravermelho das amostras de surfactina purificada (em azul) e padrão
sigma (em vermelho). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96
6.3 Infravermelho da amostra de surfactina purificada. . . . . . . . . . . . . . . 96
xviii
6.4 Espectro de 1H RMN da surfactina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 97
6.5 Espectro de 13C RMN da surfactina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98
6.7 Perfil de fragmentação (ESI-MS/MS) do íon 1036,7 . . . . . . . . . . . . . 101
6.8 Ilustração dos íons formados após fragmentação simples (ESI-MS/MS) do
íon 1036,7. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 102
6.9 Estrutura Primária da surfactina C14/Leu7 . . . . . . . . . . . . . . . . . . 102
6.10 Concentração Micelar Crítica da surfactina C14/Leu7 e padrão Sigma. . . . 103
6.11 Índice de Emulsificação (EI24h) da surfactina C14/Leu7 em hidrocarbonetos. 104
6.12 Ilustração da atividade de emulsificação da surfactina C14/Leu7 em hidro-
carbonetos e óleos vegetais . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 104
7.1 CCD dos compostos de superfície ativa:surfcatina padrão e fengicina . . . . 113
7.2 Infravermelho das amostras de fengicina purificada (em azul) e surfactina
padrão sigma (em vermelho). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 114
7.3 Infravermelho da amostra de fengicina purificada produzida por B. subtilis
LSFM - 05. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 115
7.4 Espectro de Massa dos homólogos de fengicina produzidos por B. subtilis
LSFM-05. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 116
7.5 Ilustração da fragmentação simples do íon m/z 1463,8 . . . . . . . . . . . . 117
7.6 Perfil de fragmentação simples do íon m/z 1463,8. . . . . . . . . . . . . . . 118
7.7 Perfil de fragmentação do íon precursor m/z 1463,8, mostrando os frag-
mentos m/z 1080 e 966. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 119
7.9 Perfil de fragmentação do íon precursor m/z 1477,8, mostrando os frag-
mentos m/z 1080 e 966. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 121
7.10 Perfil de fragmentação do íon precursor m/z 1491,8, mostrando os frag-
mentos m/z 1108 e 994. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 122
8.1 Toxicidade aguda do Biosurfactante Bruto produzido por B. subtillis LSFM-
05 sob Daphnia similis. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 133
8.2 Avaliação da citotoxicidade da surfactina C14/Leu7 em fibroblastos c3T3
de camundongo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 135
8.3 Imagens dos nanotubos de carbono NCT-1 utilizados no estudo de disper-
são: a) Microscopia Eletrônica de Varredura e b) Microscopia Eletrônica
de Transmissão. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 142
8.4 Estabilidade da dispersão dos nanotubos de carbono NCT-1 em água de
cultivo contendo biossurfactante bruto produzido por B. subtilis LSFM05. 143
xix
8.5 Estabilidade da dispersão dos nanotubos de carbono NCT-1 em água de
cultivo na ausência do surfactante. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 143
8.6 Estabilidade de dispersão de NCT-1 em água deionizada, água de cultivo e
água de cultivo de Daphnia acrescida de biossurfactante nos tempos 3, 12
e 48 horas. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 144
xx
1
Introdução
Os biossurfactantes são compostos de natureza anfifílica, excretados principalmente
por microrganismos, que reduzem a tensão superficial do meio onde são produzidos. Esses
compostos de superfície ativa encontram aplicação na indústria, agricultura, mineração,
recuperação de petróleo e como emulsificadores em produtos farmacêuticos e cosméti-
cos. Nos recentes anos, os biossurfactantes conquistaram um considerável devido a sua
baixa toxicidade, biodegradabilidade, variedade de estruturas químicas, capacidade de ser
produzido através de substratos renováveis e estabilidade em condições extremas de pH,
temperatura e salinidade. Rápidos avanços na biotecnologia aliados a um aumento na
conscientização dos consumidores e a reformulação da legislação ambiental culminaram
na grande aprovação dos biossurfactantes como uma possível alternativa aos surfactantes
sintéticos. No entanto, do ponto e vista econômico, os biossurfactantes não são ainda
competitivos com os sintéticos, apresentando altos custos que inviabilizam sua comerci-
alização e produção em larga escala. Estratégias como a escolha de matérias primas de
baixo custo, otimização dos processos fermentativos, redução dos custos de recuperação
do produto e manipulação genética de linhagens produtoras têm sido avaliadas visando
aumentar a competição dos biossurfactantes frente aos surfactantes sintéticos.
Tradicionalmente, os hidrocarbonetos têm sido os substratos escolhidos para a produ-
ção de biossurfactantes e bioemulsificadores. É assumido que a produção de biossurfactan-
tes é induzida para tornar o substrato hidrofóbico acessível a célula. Contudo, substratos
solúveis em água também podem ser utilizados para a produção dos surfactantes biológi-
cos. Esses últimos são mais baratos do que os hidrocarbonetos e preferidos em processos
fermentativos, devido ao fato de que as fermentações monofásicas são mais simples do
que as fermentações bifásicas. Além disso, o uso de hidrocarbonetos são inaceitáveis
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2para a produção de biossurfactantes destinados a aplicações em alimentos, cosméticos e
produtos farmacêuticos. Uma grande variedade de matérias primas estão atualmente dis-
poníveis como substrato orgânico para fermentações industriais, dentre as quais podemos
destacar os resíduos agroindustriais. Essas matérias-primas possuem vantagens de serem
encontradas em excesso e produzidas em regiões de clima tropical ou temperado. Dentre
esses resíduos, podemos citar as tortas geradas a partir da extração de óleos de sementes
oleaginosas, soro de leite, melaço, efluente gerado na produção de azeite de oliva e eflu-
ente provindo do processamento de mandioca e batata. Atualmente, com o aumento da
demanda de produção de biodiesel, o glicerol tem ganhado atenção no cenário de biopro-
cessos, demonstrando ser uma matéria-prima de grande disponibilidade para produção
de biomoléculas de interesse industrial. Segundo a Agência Nacional de Petróleo (ANP-
Brasil), o Brasil é ranqueado como o maior produtor e consumidor de biodiesel do mundo:
1,2 bilhões de litros/ano em 2008, gerando 120.000 toneladas de glicerina residual nesse
processo. Assim, a escolha de uma matéria-prima de baixo custo é de extrema importân-
cia para a economia total do processo e pode representar uma redução de 10 a 50% nos
custos finais de produção dos biossurfactantes.
O objetivo deste trabalho foi, primeiramente, selecionar um substrato orgânico ou
matéria-prima que pudesse contribuir para a redução dos custos de produção dos biossur-
factantes. Estudou-se também a produção em batelada dos surfactantes em fermentadores
de bancada, seguido dos estudos de recuperação, purificação, caracterização estrutural e
aplicações biológicas dessas biomoléculas.
2
Revisão Bibliográfica
2.1 Biossurfactantes
2.1.1 Classificação e Origem Microbiana
Os Biossurfactantes são um grupo heterogêneo de moléculas de superfície ativa pro-
duzidos por leveduras, fungos e bactérias. Uma ampla variedade de biossurfactantes é
atualmente conhecida e a classificação é realizada de acordo com suas estruturas quími-
cas e origem microbiana (Maier, 2003). Os principais grupos de biossurfactantes incluem
os (1) Glicolipídios, (2) Lipopeptídios, (3) Fosfolipídios, (4) Lipídios Neutros e Ácidos
Graxos, (5) Biossurfactantes Poliméricos e (6) Surfactantes Particulados (Lang, 2002).
Dentre os glicolipídios mais conhecidos, encontram-se os raminolipídios produzidos por
Pseudomonas aeruginosa (Lang e Wullbrandt, 1999); os trealolipídios produzidos por es-
pécies de Mycobacterium, Nocardia e Corynebacterium sp.; e os soforolipídios, produzidos
principalmente por leveduras Torulopis bombicola, T. pehophilum e T. apicola (Hommel
et al., 1987).
Os raminolipídios são formados pela ligação de uma molécula de ramnose a duas mo-
léculas de ácido β-hidroxidecanóico (Rosenberg e Ron, 1999). Essa classe de surfactante
foi reportada por Hisatsuka et al. (1971) como sendo capaz de reduzir a tensão superficial,
emulsificar hidrocarbonetos e estimular o crescimento de P. aeruginosa em n-hexadecano.
Os raminolipídios se apresentam como uma atrativa classe de biossurfactantes porque
podem ser produzidos em meios de cultivo contendo tanto hidrocarbonetos quanto car-
boidratos como única fonte de carbono (Holmberg, 2001). Déziel et al. (1999) relata a
produção de raminolipídios por Pseudomonas em meio mínimo de sais suplementado com
manitol ou naftaleno como únicas fontes de carbono.
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Os trealolipídios são constituídos pelo dissacarídio trealose ligado ao carbono C-6 e C-
6' de ácidos micólicos (Desai e Banat, 1997). O interesse por trealose-lipídios surfactantes
iniciou-se a partir da sua descoberta em camadas de emulsão de meios de cultura de
Arthrobacter paraffineus crescidos em hidrocarbonetos como fontes de carbono (Susuki
et al., 1969). Trealose-lipídios purificados ou na forma de extrato bruto são capazes de
reduzir a tensão da água de 72 para valores menores que 26 mN.m-1 (Lang e Philp, 1998).
Wagner et al. (1983) realizaram extensivos estudos da produção de trealose dimicolatos
produzidos por Rhodococcus erythropolis, destacando as suas propriedades interfaciais e
possíveis aplicações na recuperação melhorada de petróleo (MEOR-Microbial Enhanced
Oil Recovery). No entanto, atualmente, essa classe de biossurfactantes está sendo utilizada
como agentes terapêuticos (Ortiz et al., 2009). Os soforolipídios são formados através
da ligação do carboidrato dímero soforose a uma longa cadeia de ácidos graxos (Lang,
2002). Soforolipídios possuem a propriedade de reduzir a tensão superficial da água para
valores de 35 mN.m-1 (Kumar et al., 2007) e, aparentemente, aumentam a solubilidade
dos hidrocarbonetos por incorporá-los dentro da cavidade hidrofóbica das micelas (Maier
e Zhang, 1998).
Os lipopeptídios são biossurfactantes formados pela ligação de um grupo protéico a
uma cadeia de ácidos graxos. O grupo protéico pode se encontrar na forma neutra ou
aniônica, sendo que os aminoácidos estão frequentemente arranjados em uma estrutura cí-
clica (Maier, 2003). O representante mais conhecido dentre os lipopeptídios é a surfactina,
extensivamente relatada como subproduto metabólico do gênero Bacillus. O lipopeptídio
cíclico surfactina produzido por Bacillus subtilis foi caracterizado como um dos biossur-
factantes mais potentes, capaz de reduzir a tensão superficial de 72 a 27,9 mN.m-1 em
concentrações de até 0.005% (Arima et al., 1968). Porém, existem relatos de produção
de outros lipopeptídios, tais como fengicina produzidos por Bacillus subtilis (Wang et al.,
2004), lichenisina produzidos por Bacillus licheniformis BAS50 (Yakimov et al., 1999),
iturina produzidos por Bacillus subtilis (Besson et al., 1987), bacilomicina produzidos
por Bacillus subtilis (Akpa et al., 2001) e polimixinas produzidos por Bacillus polymyxa
(Fang et al., 1997). Grande parte desses compostos apresentam interessantes proprieda-
des biológicas como atividade antimicrobiana, antiviral e antitumoral (Singh e Cameotra,
2004).
Várias moléculas que integram a estrutura da célula, como por exemplo os fosfolipí-
dios, lipídios neutros e ácidos graxos, podem também apresentar atividade de superfície
ativa e estar associadas aos biossurfactantes (Maier, 2003). Rosenberg e Ron (1999) re-
lataram que algumas bactérias ou leveduras, ao crescerem em hidrocarbonetos alifáticos,
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tiveram seus níveis de fosfolipídios aumentados consideravelmente. Vesículas externas ri-
cas em fosfolipídios (principalmente fosfatidiletanolamina) produzidas por Acinetobacter
sp. HO1-N mostraram exercer função de aumentar a solubilidade de hexadecano durante
o crescimento do microrganismo nessa fonte de carbono (Käeppeli e Finnerty, 1979). As
propriedades das vesículas são evidenciadas a partir da observação de que elas são capazes
de formar microemulsões, opticamente claras, de alcanos em água (Käeppeli e Finnerty,
1980).
Os biossurfactantes poliméricos são constituídos de carboidratos, proteínas, lipídios
bem como da mistura desses compostos (Maier, 2003). O emulsan, produzido por Acine-
tobacter calcoaceticus RAG-1, é o biossurfactante polimérico melhor caracterizado (Rosen-
berg et al., 1979b). Esse tensoativo é um potente agente emulsificador de hidrocarbonetos
mesmo quando presente em baixas concentrações entre 0,01 a 0,001%. O emulsan é clas-
sificado como um heteropolissacarídio composto de ácidos graxos ligados covalentemente
à polissacarídios através de uma ligação orto-ester (Desai e Banat, 1997).
Alguns microrganismos degradadores ou não de hidrocarbonetos, algumas espécies de
cianobactérias e patógenos como Staphylococcus aureus e Serratia sp. apresentam elevada
hidrofobicidade superficial e, por isso, são considerados por si só biossurfactantes (Karanth
et al., 1999). Espécies de Acinetobacter sp. HO1-N quando crescidas em hexadecano
produzem vesículas extracelulares de 20 a 50 nm, cujo papel é o de disponibilizar alcanos
para a célula (Käeppeli e Finnerty, 1979). Essas vesículas e células microbianas com
atividade de superfície ativa são denominadas biossurfactantes particulados.
Os biossurfactantes podem ainda ser categorizados de acordo com seu peso molecu-
lar. Os surfactantes de baixo peso molecular são geralmente glicolipídios como os trealose
lipídios, soforolipídios, fosfolipídios e raminolipídios; ou lipopeptídios como surfactina,
gramicidina e polimixinas. Os biossurfactantes de alto peso molecular incluem os po-
lissacarídios, proteínas, lipopolissacarídios, lipoproteínas e ou misturas complexas desses
polímeros (Rosenberg e Ron, 1999).
Em geral, os biossurfactantes apresentam uma estrutura anfifílica comum composta
de, pelo menos, uma porção hidrofóbica e outra hidrofílica. A porção hidrofílica pode
conter um grupo éster, hidroxil, fosfato, carboxil ou um carboidrato na forma neutra ou
negativamente carregado (Maier, 2003). A parte hidrofóbica usualmente é formada por
longas cadeias de ácidos graxos, entre 10 à 18 átomos de carbono, na forma saturada ou
insaturada, hidroxilada, linear ou ramificada (Lang, 2002). As estruturas químicas dos
biossurfactantes relatados neste item podem ser observados na Figura 2.1.
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Figura 2.1: Estrutura química de biossurfactantes produzidos por microrganismos.
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2.1.2 Propriedades Físico-Químicas
Os Biossurfactantes são agentes ativos de superfície com amplo espectro de proprieda-
des físico-químicas, incluindo redução da tensão superficial e interfacial, baixos valores de
concentração micelar crítica (CMC) e capacidade de formar e estabilizar emulsões de óleos
em água. Bognolo (1999) relatou várias características que, somadas, representam uma
vantagem do uso dos biossurfactantes em detrimento dos surfactantes sintéticos. No que
se refere a essas características, os biossurfactantes são mais efetivos e eficientes do que os
surfactantes sintéticos sulfonados, por reduzir a tensão superficial em menores concentra-
ções (Cooper e Paddock, 1984). Um surfactante eficaz pode reduzir a tensão superficial
da água de 72 a 35 mN.m-1 e a tensão interfacial da água contra n-hexadecano de 40 a 1
mN.m-1 (Mulligan e Gibbs, 1993). A Tensão Superficial é a medida da energia livre por
unidade de área requerida para trazer uma molécula da fase principal para a superfície.
Devido a presença do surfactante, menos energia é necessária para trazer a molécula para
a superfície e a tensão superficial é reduzida (Mulligan, 2005). A surfactina, por exemplo,
produzida por diversas linhagens de Bacillus subtilis pode reduzir a tensão superficial da
água para até 27 mN.m-1 e a tensão interfacial água/hexadecano para 1 mN.m-1 (Cooper
et al., 1981). Recentemente, outros autores tem descrito a surfactina e outros lipopeptídios
como sendo compostos efetivos na redução da tensão superficial e interfacial. Soforolipí-
dios produzidos por Candida bombicola foram reportados por reduzir a tensão superficial
da água para valores no intervalo de 36 a 38 mN.m-1 (Solaiman et al., 2007). A tensão
superficial se relaciona com a concentração de biossurfactantes no meio de cultura através
da CMC. A Concentração Micelar Crítica (CMC) é definida como a mínima concentração
necessária para iniciar o processo de formação de micelas (Mulligan e Gibbs, 1993). A
partir do início desse processo, a tensão superficial se manterá constante ou apresentará
mudanças muito pequenas. Biossurfactantes eficientes possuem baixos valores de CMC,
ou seja, baixas concentrações do surfactante são necessárias para reduzir a tensão super-
ficial (Mulligan e Gibbs, 1993). Devido à sua característica anfifílica, os biossurfactantes
apresentam a capacidade de formar emulsões e estabilizá-las. Uma Emulsão é definida
como um sistema heterogêneo composto de, pelo menos, uma fase imiscível ou parcial-
mente miscível, dispersa em outra fase contínua em forma de glóbulos com diâmetros entre
1 e 10 µm (Mulligan e Gibbs, 1993). Na maioria das emulsões de interesse ambiental, uma
das fase é a água e a outra é um líquido oleoso. Se o óleo for a fase dispersa, a emulsão
é chamada de emulsão de óleo em água (O/A); se o meio aquoso for a fase dispersa, a
emulsão é chamada de emulsão tipo água em óleo (A/O) (Shaw, 1970). Essa propriedade é
de fundamental importância no processo de degradação de hidrocarbonetos em ambientes
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aquosos e em solo, pois aumenta a área de contato de materiais hidrofóbicos, propiciando
a degradação de poluentes por microrganismos (Karanth et al., 1999). Biossurfactantes
de alto peso molecular, apesar de não serem bons redutores de tensão superficial, estão
frequentemente associados com a formação de emulsões estáveis (Rosenberg e Ron, 1999)
que contribuem para a aderência de microrganismos em superfícies hidrofóbicas (Christofi
e Ivshina, 2002). Outra importante característica que correlaciona a estrutura do bios-
surfactante com suas propriedades de superfície é o HLB (Hydrophile-Lipophile Balance).
O termo HLB pode ser usado para se determinar qual tipo de emulsão será formada a
partir de um determinado surfactante (Mulligan e Gibbs, 1993). Em geral, surfactantes
com baixos valores de HLB possuem uma predominância da porção lipofílica, enquanto
altos valores de HLB sugerem surfactantes predominantemente hidrofílicos (Kosaric et al.,
1983; Christofi e Ivshina, 2002). Várias outras propriedades podem oferecer vantagens
sobre os surfactantes sintéticos que, consequentemente, determinarão suas aplicações no
setor industrial. Dentre essas vantagens podemos citar:
• Tolerância à temperatura: as propriedades físico-químicas de alguns biossurfactantes
não são afetadas por mudanças extremas de temperatura (Bognolo, 1999). Horowitz
et al. (1990) verificaram que as propriedades físico-químicas do lipopeptídio produ-
zido por Bacillus licheniformis 86 permaneceram estáveis após exposição a 75oC por
até 140 horas. O lipopeptídio produzido por Bacillus subtilis LB5a permaneceu es-
tável após exposição à autoclave(121oC/20 min) e também após 6 meses congelados
a -18oC (Nitschke e Pastore, 2005).
• Tolerância a mudanças de pH e força iônica: alguns relatos indicam que as pro-
priedades de superfícies dos surfactantes são mantidas após exposição as condições
extremas de pH e salinidade. O microrganismo Bacillus licheniformis JF-2 isolado
de água de injeção de poços de petróleo produziu lichenisina em meio de cultura
contendo até 10% de NaCl em temperaturas de até 50oC e pH na faixa de 4,69,0
(Javaheri et al., 1985). A tensão superficial também não sofreu mudanças após ex-
posição do biossurfactante à diferentes faixas de pH (511) e concentrações de NaCl
de até 20% (Nitschke e Pastore, 2005).
Outras vantagens incluem o fato dos biossurfactantes serem biodegradáveis, possuí-
rem baixa toxicidade e apresentarem ampla diversidade de estruturas químicas (Mulligan
e Gibbs, 1993). A biodegradabilidade se faz necessária principalmente no âmbito da
aplicação ambiental dos biossurfactantes. Se o surfactante não é tóxico e é facilmente
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biodegradável, tratamentos de efluentes e resíduos não se fazem necessários após libera-
ção ou aplicação desses compostos no ambiente (Mulligan e Gibbs, 1993). Além disso,
sua baixa toxicidade viabiliza a aplicação desses compostos em alimentos, farmacologia
e medicina. Em adição a todas as propriedades mencionadas acima, os biossurfactantes
ainda podem ser modificados genética ou quimicamente, visando aplicações específicas e
podendo ainda ser produzidos através de uma grande variedades de substratos orgânicos
de baixo custo, como por exemplo, soro de leite (Dubey e Juwarkar, 2001), manipueira
(Nitschke e Pastore, 2005), melaço (Makkar e Cameotra, 1997) e glicerol (da Silva et al.,
2009).
2.1.3 Função Fisiológica
A razão exata de alguns microrganismos produzirem biossurfactantes ainda não é bem
conhecida (Déziel et al., 1999). No entanto, muitos biossurfactantes são considerados
metabólitos secundários por exercerem um papel essencial na sobrevivência de microrga-
nismos produtores atuando no transporte de nutrientes, propiciando interação com outros
microrganismos ou agindo como biocidas (Lin, 1996). Muitos dos argumentos sobre o pa-
pel fisiológico dos biossurfactantes estão baseados nas propriedades físico-químicas que
essas biomoléculas possuem (Rosenberg e Ron, 1999). No mínimo, três hipóteses têm
sido levantadas a respeito dessas propriedades fisiológicas.
A primeira hipótese é a de facilitar o crescimento de microrganismos em substratos
imiscíveis através da redução da tensão interfacial e processos de emulsificação, que con-
tribuem para o aumento da disponibilidade desses substratos para a célula (Mulligan e
Gibbs, 1993). Essa hipótese é suportada pelo fato de alguns microrganismos produzirem
biossurfactantes quando crescidos em substratos hidrofóbicos (Ron e Rosenberg, 2002).
Déziel et al. (1999) relataram a produção de biossurfactantes durante o crescimento de
Pseudomonas aeruginosa em meio basal contendo hidrocarbonetos poliaromáticos. Maier
e Soberon-Chaves (2000) verificaram que a adição de raminolipídios pode melhorar a
biodegradação de hexadecano, tetradecano, pristano, creosoto e mistura de outros hi-
drocarbonetos em solo. Oliveira et al. (2000) estudaram o efeito da adição de surfactina
produzida pelo Bacillus subtilis O9 na biodegradação de hidrocarbonetos. Após 10 dias de
tratamento, apenas 6,8 e 7,2% de hidrocarbonetos alifáticos e aromáticos permaneceram
no ambiente, respectivamente. Por outro lado, essa hipótese é contestada pelo fato de mi-
crorganismos produzirem biossurfactante em meio de cultivo contendo substratos solúveis
em água (Lin, 1996). Uma linhagem mutante, capaz de crescer em hexadecano, produziu
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duas vezes mais raminolipídios em meio de cultivo contendo glicose onde a emulsificação
não se fez necessária Kock et al. (1991).
A segunda hipótese é o transporte de nutrientes e adesão de microrganismos a su-
perfícies. Uma das estratégias fundamentais de sobrevivência dos microrganismos é a
habilidade de formação de biofilmes em um nicho ecológico que lhes propicie condições de
multiplicação. Logo, alguns biossurfactantes ligados à superfície celular podem ser res-
ponsáveis pelo transporte de hidrocarbonetos e aderência de células em superfícies sólidas
(Rosenberg e Ron, 1999). Os elementos chave nessa estratégia são compostos presentes
na parede celular que possibilitam a adesão de microrganismos à superfícies (Rosenberg e
Ron, 1999). Neu (1996) relatou que surfactantes podem afetar a interação entre bactérias
e interfaces. Os biossurfactantes, quando excretados, podem propiciar condições para a
formação de um filme na interface da superfície sólida onde certos microrganismos podem
se aderir e multiplicar (Rosenberg e Ron, 1999). Em casos onde o substrato é insolúvel
em água, o biossurfactante pode ainda estimular o crescimento de alguns microrganismos
em detrimento de outros (Bunster et al., 1989). Este mecanismo é suportado pela obser-
vação de que 25% de ácidos graxos foram isolados de um polissacarídio da superfície de
células de Candida tropicalis crescida em alcanos, enquanto apenas uma quantidade-traço
do ácido graxo foi detectada na mesma fração de polissacarídio de células crescidas em
glicose (Käeppeli e Fiechter, 1977). Isto significa que o complexo ácido graxocélula
polissacarídio estava envolvido no possível transporte de hidrocarbonetos para o interior
da célula. Se o biossurfactante se encontrar aderido á parede celular, este pode ainda
causar uma mudança na hidrofobicidade da superfície celular (Lin, 1996). Por exemplo, a
hidrofobicidade de células de Pseudomonas aeruginosa foi aumentada substancialmente
pela presença de raminolipídios aderidos à célula (Zhang e Maier, 1994), enquanto a hi-
drofobicidade da superfície celular de espécies de Acinetobacter foi reduzida na presença
de biossurfactantes (Rosenberg et al., 1983). Estes dados sugerem que os microrganismos
podem usar a produção de biossurfactantes para regular suas propriedades de superfície
de acordo com a necessidade da célula (Rosenberg e Ron, 1999).
A terceira hipótese figura como atividade antibiótica já que vários biossurfactantes,
principalmente lipopeptídios e glicolipídios, têm apresentado amplo espectro antimicro-
biano. A atividade antibiótica desses compostos pode estar diretamente associada com
suas propriedades anfipáticas (Lin, 1996). Muitos dos biossurfactantes, como por exemplo
surfactina, atuam solubilizando componentes lipídicos contidos em membranas celulares.
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2.2 Produção dos Biossurfactantes
2.2.1 Métodos Utilizados para Seleção de Microrganimos Produ-
tores
Uma grande variedade de métodos para selecionar microrganismos produtores de bios-
surfactantes têm sido desenvolvidos e aplicados com sucesso. Esses métodos podem ser
qualitativos ou quantitativos, sendo que para seleção de isolados produtores de biossurfac-
tantes os métodos qualitativos são geralmente suficientes. A maioria dos métodos utiliza-
dos se baseiam nas propriedades físico-químicas dos biossurfactantes, principalmente em
sua atividade de superfície (Walter et al., 2008). A medida direta da tensão superficial ou
interfacial no sobrenadante da cultura é o método mais confiável e apropriado para uma
seleção primária de microrganismos produtores de biossurfactantes (Lin, 1996). O mé-
todo do Anel de Du-Nouy é o método mais utilizado para quantificar a tensão superficial
e selecionar microrganismos potencialmente produtores de biossurfactantes. Esse método
é baseado na força requerida para romper um anel de platina da superfície ou interface
líquido/líquido (Tardos, 2005).
Alguns outros métodos usados para detectar microrganismos produtores de biossur-
factantes se relacionam com a atividade superficial, mas não são capazes de mensurá-la
diretamente. Dentre esses métodos, o mais conhecido é a técnica qualitativa do colapso
da gota que avalia a desestabilização de gotas de óleos por surfactantes (Walter et al.,
2008). Nessa técnica, uma alíquota do sobrenadante da cultura é transferida para uma
superfície sólida contendo uma gota de óleo. Se o sobrenadante contém surfactantes, a
gota se espalha ou colapsa, indicando que as forças ou a tensão superficial entre a gota de
óleo e a superfície sólida foram reduzidas (Bodour e Maier, 1998). Se o sobrenadante não
contém compostos de superfície ativa a gota de óleo permanece estável. Testes baseados
na capacidade dos biossurfactantes de formar emulsões também foram desenvolvidos por
Cooper e Goldenberg (1987) e expressos através do Índice de Emulsificação (E24h), que
pode ser calculado dividindo-se a altura da emulsão após 24 horas pela altura da emul-
são no tempo zero (Bento et al., 2005). O teste de hidrofobicidade da superfície celular
também pode ser utilizado como um método indireto para selecionar microrganismos pro-
dutores de biossurfactantes (Walter et al., 2008). Rosenberg et al. (1980) desenvolveram
um método para avaliar a adesão de microrganismos a hidrocarbonetos conhecido como
BATH (Bacterial Adhesion to Hydrocarbons Assay). O BATH é um teste fotométrico
simples utilizado para mensurar a hidrofobicidade da superfície celular.
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Outro método simples é baseado na capacidade dos biossurfactantes de lisar eritrócitos
(Walter et al., 2008). As culturas dos isolados microbianos são inoculados em placas de
ágar sangue e incubados por 2 dias a 25oC. As linhagens produtoras de surfactantes exibem
um halo transparente ao redor das colônias proveniente da lise das células sanguineas
(Mulligan et al., 1984). A produção de biossurfactantes pode ser também acompanhada
por Cromatografia de Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Líquida de Alta Eficiência
(CLAE), sendo essa última uma apropriada alternativa para detecção, quantificação e
purificação de biossurfactantes (Lin, 1996). Em comparação às análises por CCD, a análise
por CLAE apresenta alta especificidade, sensibilidade e capacidade de analisar um grande
número de amostras em curtos intervalos de tempo (Lin, 1996). A escolha de um método
para a detecção da produção de biossurfactantes é um passo de extrema importância,
não só na condução de experimentos de otimização da produção desses compostos, mas
também na seleção de microrganismos potencialmente produtores de surfactantes.
2.2.2 Biossíntese e Genética
Os biossurfactantes são moléculas anfifílicas que possuem um grupo hidrofóbico (uma
longa cadeia de ácidos graxos, ou um ácido graxo α-alquil-β-hidroxi) e uma porção hi-
drofílica que pode ser um grupo carboidrato, carboxílico, fosfato, aminoácido, peptídio
cíclico ou álcool (Lang, 2002) 2.1. Esses compostos são sintetizados por duas vias metabó-
licas: a via dos hidrocarbonetos e a via dos carboidratos, envolvidas na síntese dos grupos
hidrofóbico e hidrofílico, respectivamente (Desai e Banat, 1997). As vias para a síntese
dos dois grupos de precursores são diversas e utilizam conjuntos específicos de enzimas
(Cameotra e Makkar, 1998). As vias biossintéticas detalhadas para a maioria dos grupos
hidrofóbicos e hidrofílicos têm sido investigadas por Hommel e Ratledge (1993).
Syldatk e Wagner (1987) relataram várias possibilidades para a síntese das diferentes
frações dos biossurfactantes: (1) as porções hidrofílicas e hidrofóbicas são sintetizadas
denovo por duas vias independentes, (2) a porção hidrofílica é sintetizada denovo en-
quanto a síntese da porção hidrofóbica é induzida pelo substrato, (3) a parte hidrofóbica
é sintetizada denovo enquanto a parte hidrofílica é induzida pelo substrato, (4) ambos
grupos hidrofóbicos e hidrofílicos têm sua síntese dependente do substrato. Frequente-
mente, uma variedade de diferentes substratos orgânicos, como alguns açúcares e alcanos,
podem ser incorporados aos biossurfactantes (Lang, 2002). Vários estudos indicam que o
tipo de meio de cultura e as condições de crescimento podem influenciar no rendimento
da produção de biossurfactante (Cameotra e Makkar, 1998). A fonte de carbono pode
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influenciar diretamente na síntese de biossurfactantes, ambas por indução ou repressão
(Cameotra e Makkar, 1998). Em alguns casos, a adição de substratos imiscíveis em água
induz a produção de biossurfactante (Lang, 2002). A exemplo, tem-se que o trealolipídio
produzido por Rhodococcus erythropolis são compostos nos quais o componente hidrofílico
não é afetado pelo substrato orgânico, no entanto, a síntese da parte hidrofóbica depende
da presença de alcanos de cadeia longa (Kretschmer e Wagner, 1983). Rau et al. (2001) es-
tudaram a concentração de soforolipídios em fermentações contendo glicose acrescidas ou
não de hexadecano ou óleo de soja e relatou a dependência da presença de ácidos graxos e
alcanos para a produção desse biossurfactante. Mata-Sandoval et al. (2001) investigaram
a influência de vários substratos e condições de cultivo na produção de biossurfactantes,
sendo que o microrganismo Pseudomonas aeruginosa UG-2 produziu cerca de 6080 %
mais raminolipídios usando óleo de milho comparado, por exemplo, a glicose. A repressão
da produção de biossurfactantes foi relatada por várias espécies de bactérias na presença
de D-glicose, acetato e ácidos tricarboxílicos (Cameotra e Makkar, 1998). Duvnjak e Ko-
saric (1985) observou que a produção de biossurfactantes pelo microrganismo Arthrobacter
paraffineus foi reprimida em meio contendo hidrocarbonetos após a adição de D-glicose.
A regulação da produção de bioemulsificadores tem sido investigada a nível molecular
para raminolipídios de Pseudomonas aeruginosa e para alguns lipopeptídios produzidos
pelo gênero Bacillus (Ron e Rosenberg, 2001). O estudo da genética de produção de
surfactina, por exemplo, sugere o envolvimento de três genes cromossomais, sfp, srfA, e
comA (Nakano e Zuber, 1990). Weinrauch et al. (1989) demonstraram que a proteína
regulatória codificada pelo gene comA pode ser ativada através da fosforilação pela his-
tina quinase de membrana passando a ser, então, descrita para uma proteína denominada
como comP. Nakano e Zuber (1990) demonstraram através de análises genéticas, que o
locus srfA é um largo operon de mais de 25 Kb de DNA que codifica para um complexo
surfactina sintetases, que têm a função de ordenar os aminoácidos de forma paralela na
cadeia peptídica. Roggiani e Dubnau (1993) purificaram a proteína codificada pelo gene
comA e, após sua fosforilação, esta demonstrou forte afinidade de ligação com o promo-
tor srfA. Nakano e Zuber (1993) sugeriram que a interação cooperativa entre srfA e a
proteína acima resultam na ativação da transcrição do gene srfA (Marahiel et al., 1997).
O locus sfp codifica para um polipeptídio que é responsável por converter intermediários
para surfactina. Esse polipeptídio também reduz a transcrição do operon srfA, indicando
que ele tem uma função regulatória além de seu papel direto na biossíntese da surfac-
tina(Desai e Banat, 1997). As proteínas comA e comP podem formar um complexo que
se liga diretamente ao promotor srfA e atua como um possível regulador da transcrição
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do operon, em resposta aos níveis de glicose e glutamina no meio de cultura (Marahiel
et al., 1997). Genes adicionais também são requeridos para a biossíntese de surfactina.
Segundo Peypoux et al. (1999), experimentos in vitro indicaram que o βhydroxyacyl L-
glutamate é o inicializador da biossíntese e que a enzima responsável pelo primeiro passo é
uma aciltransferase que transfere o ácido graxo à porção peptídica. Estes últimos autores
relatam ainda que a produção de lipopeptídios é induzida por sinais moleculares envol-
vidos em quorumsensing. A interação de dois mecanismos de quorumsensing controla
a fosforilação de comA através da sinalização de dois peptídios extracelulares (Sullivan,
1998).
2.2.3 Fatores que Influenciam a Produção
O tipo e a quantidade dos biossurfactantes produzidos por microrganismos são influ-
enciados por vários fatores como: 1) natureza da fonte de carbono e de nitrogênio; 2)
condições ambientais como pH, temperatura, agitação e oxigenação e; 3) concentração de
nutrientes como P, Fe, S, Mg e Mn (Lin, 1996). A fonte de carbono é o ponto crítico que
determina a estrutura e o rendimento da produção dos biossurfactantes. Dependendo da
fisiologia do microrganismo produtor, a produção de biossurfactantes pode ser induzida
por substratos imiscíveis ou solúveis em água (Karanth et al., 1999). Robert et al. (1989)
verificaram que a produção de biossurfactantes em substratos solúveis em água como gli-
cose, glicerol, frutose, acetato e manitol foi inferior àquela realizada em n-alcanos e óleo de
oliva. Por outro lado, Guerra-Santos et al. (1986) relataram uma melhor performance de
produção de biossurfactantes quando o substrato orgânico usado era a glicose. Já Déziel
et al. (1999) mostraram uma variação qualitativa na produção de biossurfactantes quando
Pseudomonas aeruginosa foi crescida nos substratos naftaleno e manitol. O raminolipídio
mais abundante produzido em manitol continha duas ramnoses e duas cadeias de ácido
3-hidroxidecanóico, enquanto que em naftaleno, o raminolipídio mais abundante continha
duas ramnoses e uma cadeia de ácido 3-hidroxidecanóico. Duvnjak e Kosaric (1985) de-
monstraram a presença de grandes quantidades de biossurfactantes ligados a parede de
células de Corynebacterium lepus, quando as células foram crescidas em glicose; e grandes
quantidades de surfactante extracelulares quando crescidas em hexadecano. No entanto,
os surfactantes foram liberados da parede microbiana após tratamento do meio de cultura
com hexadecano. Essas evidências indicam que a disponibilidade da fonte de carbono tem
uma relação direta com o tipo de biossurfactantes produzido.
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Além da fonte de carbono, outros constituintes do meio de cultura também afetam a
produção de biossurfactantes. Robert et al. (1989) observaram que nitrato foi a melhor
fonte de nitrogênio para a produção de glicolipídios por Pseudomonas aeruginosa 44T1.
Cooper e Paddock (1984) concluiram que a presença de extrato de levedura no meio de
cultura foi essencial para o crescimento de Toruloppis bombicola. Guerra-Santos et al.
(1984) também estudaram a influência da taxa C:N (glicose: NaNO3) no crescimento
celular e produção de biossurfactantes. Os autores averiguaram uma máxima produção de
raminolipídio e crescimento celular na proporção de (18:1) (C:N). Por exemplo, a adição de
sais de ferro e manganês tem mostrado aumentar a produção de surfactantes por Bacillus
subtilis (Cooper et al., 1981). A produção de surfactina também foi estimulada por adição
de pulsos de sulfato de ferro ao longo do processo fermentativo (Wei et al., 2003).
Condições de crescimento como pH, temperatura, agitação e oxigenação também afe-
tam a produção de biossurfactantes através da sua influência no crescimento e atividade
celular. O pH do meio exerceu um importante papel na produção de soforolipídios por To-
rulopsis bombicola e a produção de biossurfactantes alcançou seu máximo em uma faixa de
pH entre 6,06,5, decrescendo consideravelmente quando o pH alcançou valores superiores
a 7,0 (Guerra-Santos et al., 1984). Wagner et al. (1983) relataram que a temperatura cau-
sou alteração importante na produção de biossurfactantes por Pseudomonas aeruginosa
DSM-2874 , no entanto, a produção de biossurfactantes pelas linhagens de Pseudomonas
sp. MEOR 171 e MEOR 172 não são afetadas pela temperatura, pH e concentrações de
cálcio e magnésio encontradas em muitos reservatórios de petróleo (Karanth et al., 1999).
2.2.4 Utilização de Substratos Renováveis e de Baixo Custo
Durante vários anos, a produção de biossurfactantes por vários microrganismos tem
sido estudada extensivamente e hoje são encontrados diversos dados relacionados à produ-
ção, tipo e propriedades dos biossurfactantes. Apesar de possuir muitos atrativos comerci-
ais e claras vantagens comparadas aos surfactantes sintéticos, a produção de surfactantes
biológicos não tem sido realizada por causa dos altos custos e baixo rendimento (Mukher-
jee et al., 2006). Dentre muitas propostas é necessário que os biossurfactantes sejam
produzidos e prontamente recuperados em larga escala. Três estratégias básicas têm sido
adotadas para tornar esses processos mais competitivos: (i) uso de substratos residuais e
de baixo custo; (ii) desenvolvimento de processos eficientes, incluindo otimização de con-
dições de cultivo, adoção de processos de separação e recuperação de baixo custo e (iii)
desenvolvimento e utilização de linhagens mutantes ou recombinantes, visando melhorar
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o rendimento da produção desses biossurfactantes (Mukherjee et al., 2006). A quanti-
dade e o tipo de matéria-prima são pontos preocupantes nos processos biotecnológicos
pois podem representar cerca de 30% do custo total de produção segundo Cameotra e
Makkar (1998). Logo, uma possibilidade factível de redução dos custos de produção dos
biossurfactantes seria a utilização de matérias-primas ou resíduos orgânicos provenientes
da agroindústria. Milhões de toneladas de resíduos são gerados a cada ano em todo o
mundo, sendo que a disposição e tratamento desses resíduos é financeiramente dispendi-
osa para muitas indústrias (Mukherjee et al., 2006). No Brasil, estes resíduos ganham um
maior apelo devido ao amplo setor agroindustrial que oferece uma enorme quantidade e
variedade desses rejeitos. Muitos estudos com óleos vegetais têm mostrado que eles podem
ser utilizados como matéria-prima para a produção de biossurfactantes. Por exemplo, a
produção de soforolipídios por Candida bombicola ATCC 22214 a partir de óleo de babaçu
(Vance-Harrop et al., 2003) e a produção de raminolipídios por Pseudomonas aeruginosa
em óleos de soja e girassol (Rahman et al., 2001). Esses óleos e seus resíduos podem ser
encontrados em grande quantidade ao redor do mundo, no entanto muitos desses óleos são
comestíveis e não são baratos. Alguns óleos vegetais, como por exemplo, óleo de jojoba
e mamona não são disponíveis para a alimentação devido ao seu forte odor e coloração e
podem ser adquiridos em preços mais baixos (Murkherjee e Paulus, 1977). Além dos óleos
vegetais, os resíduos provindos de refinarias de extração de óleos vegetais são também bons
substratos para a produção de surfactantes biológicos. Benincasa et al. (2004) relataram a
produção de glicolipídios por Pseudomonas aeruginosa em meio suplementado com borra
proveniente do refino de óleos vegetais.
Outro substrato que pode ser bem explorado como uma alternativa de baixo custo para
a produção de biossurfactantes é o soro de leite. Dubey e Juwarkar (2001) estudaram a
produção de biossurfactantes em meio sintético e em soro de leite. A taxa de crescimento
específica e a taxa de formação do produto foram melhores em soro de leite do que em
meio sintético, indicando que este resíduo representou um potencial a ser explorado para
a produção de biossurfactantes em larga escala em comparação ao meio sintético. Re-
síduos ricos em carboidratos têm se apresentado como uma potencial alternativa para a
produção de biossurfactantes. Resíduos provenientes da indústria de processamento de
batatas foram estudados para a produção de surfactina por Bacillus subtilis (Thompson
et al., 2000). Resíduos provenientes do processamento da mandioca, ricos também em
carboidratos, são um atrativo substrato para aplicação em processos biotecnológicos e
foram utilizados por Nitschke e Pastore (2005) para a produção de surfactina por Bacillus
subtilis. O melaço, que é um resíduo agroindustrial, também pode ser utilizado na pro-
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dução de biossurfactantes. Makkar e Cameotra (1997) utilizaram melaço como substrato
orgânico para a produção de lipopeptídios por duas espécies de Bacillus subtilis (MTCC
2423 e MTCC 1427). Similarmente, Solaiman et al. (2007) utilizaram um meio de cultura
baseado em melaço de soja para a produção de soforolipídios por Candida bombicola.
O glicerol é outro substrato orgânico que pode ser utilizado em processos biotecno-
lógicos. O glicerol pode ser produzido por fermentação microbiana, síntese química ou
recuperado como sub-produto dos processos de fabricação de sabão. Grandes quantidades
de glicerol também são obtidas através da transesterificação de óleos vegetais e animais
que ocorre durante a produção de biodiesel. Segundo a ANP (Agência Nacional do Pe-
tróleo), a produção de glicerol representa o equivalente a 10% (v/v) da produção total de
biodiesel. Devido a crescente necessidade por combustíveis renováveis e um significativo
aumento da demanda de produção de biodiesel, um excesso de glicerol estará disponível
em todo mundo (da Silva et al., 2009). Em consequência, têm-se a redução dos preços do
glicerol no mercado juntamente com o aumento da preocupação com a disposição desse
resíduo por parte das empresas produtoras de biodiesel.
Devido à sua ampla ocorrência na natureza, muitos microrganismos podem utilizar gli-
cerol como fonte de energia e carbono e, consecutivamente, produzir diversos compostos
de interesse comercial através de processos fermentativos (da Silva et al., 2009). Logo, o
glicerol pode ser utilizado como substrato alternativo aos açúcares tradicionais, tais como
glicose, sacarose e amido. Isso demonstra que esse co-produto é um abundante e promissor
substrato para a produção microbiana de 1,3-propanediol, ácido succínico e propiônico,
etanol, pigmentos e biossurfactantes (da Silva et al., 2009). Especificamente para a pro-
dução de biossurfactantes, o glicerol padrão já tem sido estudado para a produção de
raminolipídios por Pseudomonas aeruginosa (Nitschke et al., 2005). Morita et al. (2007)
também relataram a conversão de glicerol residual em glicolipídios por Pseudozyma an-
tarctica JCM 10317T e Rooney et al. (2009) isolaram espécies bacterianas produtoras de
raminolipídios a partir de solo coletado em plantas de produção de biodiesel. A seleção foi
baseada na capacidade dessas linhagens de produzir biossurfactantes em meios contendo
glicerol como única fonte de carbono. Estes resultados mostram que o glicerol pode ser
utilizado, alternativamente, nos processos de produção de biossurfactantes.
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2.2.5 Cinética da Produção
De acordo com Desai e Banat (1997), os parâmetros cinéticos da produção de bios-
surfactantes exibem muitas variações entre os vários sistemas e podem ser agrupados em
quatro diferentes tipos: 1) produção associada ao crescimento; 2) produção sob condições
de limitação de crescimento; 3) produção por células imobilizadas e 4) produção por su-
plementação de precursores. Quando a produção é associada ao crescimento existe uma
relação paralela entre crescimento, utilização do substrato e produção de biossurfactantes.
A produção de raminolipídios por Pseudomonas aeruginosa spp. (Robert et al., 1989) e
agentes tensoativos por Bacillus cereus IAF346 (Cooper e Goldenberg, 1987) são exem-
plos de produção de biossurfactantes associada ao crescimento. A produção de emulsan
por Acinetobacter calcoaceticus RAG1 foi reportada como uma mistura de produção as-
sociada e não-associada ao crescimento microbiano (Goldman et al., 1982). Substâncias
como o emulsan se acumulam na superfície celular durante a fase exponencial de cresci-
mento e são liberadas para o meio de cultivo quando a produção de proteínas decresce
(Goldman et al., 1982).
A produção sob condições de limitação de crescimento é caracterizada por um au-
mento agudo no nível de biossurfactante como resultado da limitação de um ou mais
componentes do meio de cultura. O microrganismo Pseudomonas spp. mostrou uma
superprodução de biossurfactantes quando a cultura atingiu a fase estacionária devido a
limitação de nitrogênio e ferro Guerra-Santos et al. (1986). A produção de raminolipídios
foi aumentada em três vezes quando a concentração de ferro decresceu de 36 para 18 µM.
A produção por células imobilizadas ou em repouso é um tipo de produção de bios-
surfactantes na qual não existe multiplicação celular ou essa é quase nula. As células, no
entanto, continuam utilizando o substrato orgânico para a biossíntese dos biossurfactan-
tes. Exemplos desse tipo de produção incluem a produção de soforolipídios por Candida
apicola (Hommel e Ratledge, 1993) e manosileritritol (do inglês MEL-Mannosylerythritol
Lipids) por Candida antarctica (Kitamoto et al., 1992). A produção de biossurfactantes
por células imobilizadas recebe destaque por acarretar redução nos custos de recuperação,
à medida que as fases de crescimento e formação do produto podem ser separadas (Desai
e Banat, 1997).
Muitos pesquisadores têm reportado que a adição de precursores ao meio de cultura
podem causar mudanças qualitativas e quantitativas na produção de biossurfactantes.
Cooper e Paddock (1984) mostraram que a adição de compostos lipofílicos ao meio de
cultura acarretou um aumento no rendimento da produção de biossurfactantes por Toru-
lopsis bombicola. Similarmente, um aumento na produção de sucrose lipídios por Arthro-
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bacter, Nocardia spp. e Brevibacterium spp. foi observada quando o meio de cultivo foi
suplementado com sacarose (Susuki et al., 1974).
2.2.6 Recuperação dos Biossurfactantes Pós-Produção
A recuperação dos biossurfactantes depende, principalmente, da sua carga iônica, so-
lubilidade em água e localização (intracelular, extracelular ou ligado à parede celular)
(Desai e Banat, 1997). A separação dos biossurfactantes em escala preparativa envolve
algumas etapas como precipitação, extração orgânica ou adsorção cromatográfica. Bios-
surfactantes que possuem carga eletrônica, como surfactina de Bacillus subtilis, são iso-
lados por precipitação ácida de forma a atingir o ponto isoelétrico do biossurfactante em
estudo (Cooper et al., 1981). A extração com solventes orgânicos é utilizada como uma
alternativa ou em adição aos processos de precipitação. Trealose lipídios produzidos por
Mycobacterium spp. (Syldatk e Wagner, 1987) são exemplos de biossurfactantes recupera-
dos por extração utilizando solvente orgânico. A ultrafiltração também tem sido aplicada
visando a recuperação dos biossurfactantes a partir do meio de cultivo (Mulligan e Gibbs,
1990). A habilidade dos biossurfactantes de se agregarem em estruturas supramoleculares
é utilizada para retê-los em membranas de alto peso molecular, ou seja, o sistema de ul-
trafiltração pode ser utilizado para concentrar biossurfactantes sem a perda dos mesmos
devido a formação de estruturas micelares em concentrações acima da CMC (Lin, 1996).
Recentemente, remoções contínuas de biossurfactantes durante o processo fermentativo
por diferentes técnicas têm garantido a redução dos custos de recuperação dos surfactan-
tes. O fracionamento da espuma é uma das técnicas envolvidas na remoção contínua de
surfactina a partir do meio fermentativo. Nesta técnica, a espuma é coletada e acidificada
a pH=2 usando HCl concentrado (Cooper et al., 1981). Outras técnicas de recuperação
contínua envolvem cromatografia de adsorção em resinas de troca iônica, carvão ativado
ou adsorventes hidrofóbicos, como por exemplo Amberlite XAD2. Para etapas de maior
purificação dos biossurfactantes podem ser usados cromatografia líquida de partição com
sílica gel, resinas lipofílicas (Sephadex LH20) e cromatografia de camada delgada (Lin,
1996).
2.2.7 Caracterização Química
Nos recentes anos tem havido um significativo avanço nas técnicas de purificação e
caracterização de compostos orgânicos incluindo os biossurfactantes. Técnicas de Croma-
tografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), Espectroscopia de Ressonância Magnética
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(RMN) uni e bidimensional, Espectroscopia no Infravermelho (IV), Espectrometria de
Massa (FAB-MS, MALDI-TOF e ESI/MS-MS) têm garantido que a estrutura de vá-
rios biossurfactantes possa ser elucidada em um tempo relativamente curto e utilizando
pouquíssima quantidade de amostra (Peypoux et al., 1999). A separação de vários tipos
de biossurfactantes produzidos por uma mesma espécie pode ser realizada através da cro-
matografia líquida e até mesmo ter sua estrutura elucidada, caso o cromatógrafo esteja
acoplado à um espectrômetro de massa. Déziel et al. (1999) utilizaram a cromatogra-
fia líquida acoplada a espectrometria de massa para analisar misturas de raminolipídios
produzidos por Pseudomonas aeruginosa 57RP. A espectrometria no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) geralmente é utilizada como ferramenta qualitativa para
analisar a presença de agrupamentos carbonila, ligações aminas e amidas, ácidos carboxíli-
cos e ésteres que absorvem energia na faixa do infravermelho do espectro eletromagnético.
Lin et al. (1994) e Horowitz et al. (1990) estudaram a utilização da Espectrometria no In-
fravermelho com Transformada de Fourier na caracterização química de biossurfactantes
produzidos por Bacillus licheniformis JF2 e 86, respectivamente. As análises de RMN
exercem um papel muito importante na diferenciação da estrutura de biossurfactantes
isomorfos, principalmente aqueles pertencentes ao grupo dos lipopeptídios. Utilizando
a técnica de espectroscopia RMN, Peypoux et al. (1994) foram capazes de elucidar a
estrutura química de uma nova isoforma da surfactina. A nova isoforma continha uma
seqüência peptídica que se diferenciava da surfactina padrão pela troca de um resíduo de
valina por um de Lalanina na posição 4. As técnicas de espectrometria de massa têm
sido extensivamente utilizadas por grande parte dos trabalhos referente a elucidação es-
trutural dos biossurfactantes. Vater et al. (2002) utilizaram a espectrometria de massa de
Ionização/Dessorção de Matriz Assistida por Laser (MALDITOF/Matrix-Assited Laser
Desorption Ionization-Time of Flight) como um método rápido e sensível para detec-
ção e caracterização de biossurfactantes presentes na superfície celular e sobrenadante
da cultura de Bacillus subtilis C1. Os espectros de MALDI-TOF foram capazes de re-
velar a presença de três complexos de lipopeptídios: surfactinas, iturinas e fengicinas.
Similarmente, a utilização da espectrometria de massa ESI-CID (Electrospray Ionization
/Collision-Induced Dissociation) foi aplicada para caracterizar e diferenciar quimicamente
os homólogos de fengicina produzidos por Bacillus subtilis (Wang et al., 2004). Logo, esse
método pode se fazer importante em seleções rápidas de microrganimos produtores de
biossurfactantes em ambientes ainda não explorados, de forma a descobrir compostos
bioativos de interesse industrial.
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2.3 Aplicações dos Biossurfactantes
Os biossurfactantes são uma classe de compostos que possuem ampla diversidade quí-
mica com propriedades para aplicações específicas. A aplicação comercial dos biossur-
factantes é determinada por seu custo de produção e suas propriedades em relação aos
surfactantes sintéticos. A aplicação industrial dos biossurfactantes em larga escala ainda
não é competitiva devido aos altos custos de produção (Rodrigues et al., 2006). Con-
tudo, os biossurfactantes têm ganhado considerável atenção mundial devido a sua baixa
toxicidade, natureza biodegradável e diversidade de propriedades físico-químicas e biológi-
cas. Dentre as várias aplicações dos biossurfactantes podemos destacar: biorremediação,
recuperação melhorada do petróleo, dispersante na indústria de cosméticos e alimentos,
aplicações na medicina como agentes antivirais, antitumorais e antimicrobianos e na na-
notecnologia como agentes de superfície na dispersão de nanotubos de carbono.
2.3.1 Aplicações Ambientais
A maior parte dos resíduos orgânicos líquidos incluem pesticidas, solventes orgânicos
e óleos (lubrificantes, combustíveis, hidráulicos, automotíveis e petróleo). Usualmente, a
contaminação de solos e água é gerada por plantas de indústrias, derramamentos e/ou
vazamentos acidentais de óleo e resíduos depositados inadequadamente em contêiners.
Outros tipos de contaminação provêm de aterros sanitários mal gerenciados, estabele-
cimentos de serviços automobilísticos, uso indiscriminado de pesticidas na agricultura e
corantes usados nos processos de tingimento de roupas. A biorremediação objetiva prover
tratamentos biológicos para reduzir a concentração desses contaminantes no ambiente à
níveis ambientalmente aceitáveis. No entanto, grande parte desses compostos possuem
baixa solubilidade em água. Logo, a solubilidade dos contaminantes é um fator-chave nos
processos de biorremediação.
A capacidade dos biossurfactantes de emulsificarem misturas de hidrocarbonetos faz
desses compostos uma ferramenta adicional para aplicação em remediação de áreas con-
taminadas por compostos hidrofóbicos (Lin, 1996). Vários estudos têm mostrado o efeito
dos biossurfactantes na biodegradação de contaminantes orgânicos em água e solo. Se-
gundo Harvey et al. (1990) os raminolipídios produzidos por Pseudomonas aeruginosa
foram responsáveis pela remoção de quantidades substanciais de petróleo derramado no
mar em decorrência do acidente com o cargueiro Exxon Valdez, na Costa do Alaska em
1989. Rahman et al. (2003) examinaram o efeito da presença de biossurfactantes na
biorremediação de nalcanos em lodo de petróleo. Após 56 dias da adição de raminolipí-
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dios, consórcio bacteriano e nutrientes, houve degradação de 8398% dos hidrocarbonetos
C12-C21, 8085% C22C31 e 5773% C32C40, indicando o efeito benéfico da adição
dos biossurfactantes na biodegradação desses compostos de baixa solubilidade. Zhang e
Maier (1994) também demonstraram um efeito estimulatório de raminolipídios na biode-
gradação de hexadecano e octadecano por Pseudomonas aeruginosa. Dois mecanismos
podem estar envolvidos no aumento da biodegradação na presença dos biossurfactantes:
o primeiro, consiste no aumento da solubilidade dos compostos hidrofóbicos, tornando-os
mais acessíveis à celula; o segundo, consiste na interação dos surfactantes com a superfície
celular, o que acarreta um aumento da hidrofobicidade e permite maior interação dessa
superfície com os substratos hidrofóbicos (Zhang e Maier, 1992).
Os biossurfactantes também têm encontrado aplicação na recuperação melhorada
de petróleo. A tecnologia de recuperação de petróleo melhorada por microrganismos
(MEORMicrobial Enhanced Oil Recovery) foi desenvolvida para recuperar o óleo que
permanece nos reservatórios após os procedimentos de recuperação primária e secundária
(Banat et al., 2000). A tecnologia pode utilizar microrganismos e/ou seus metabólitos
para recuperar o óleo residual (Banat, 1995). Os biossurfactantes ajudam na recupera-
ção do petróleo por reduzir a tensão interfacial e as forças capilares entre óleorocha,
permitindo que o óleo se desloque através dos poros da rocha. Além disso, os biossur-
factantes atuam na emulsificação de óleos diminuindo sua viscosidade e facilitando seu
transporte através dos poros (Banat et al., 2000). De acordo com Banat (1995), existem
três principais estratégias para o uso dos biossurfactantes na recuperação melhorada de
petróleos: a primeira, consiste na produção dos biossurfactantes em culturas contínuas ou
de batelada, seguida da sua introdução nos reservatórios (MEOR ex-situ); a segunda, se
resume na injeção de microrganismos produtores de biossurfactantes dentro dos reserva-
tórios de forma que os surfactantes sejam produzidos e liberados diretamente na interface
óleo-água; e a terceira seria a injeção de nutrientes apropriados que possam estimular
a produção dos biossurfactantes por microrganismos nativos (MEOR in situ). Para a
segunda alternativa, os microrganismos devem apresentar capacidade de crescimento nas
condições extremas encontradas nos reservatórios de óleos, tais como: altas temperaturas,
pressão, salinidade e baixos teores de oxigênio (Makkar e Cameotra, 1997). Visando essa
aplicação, Javaheri et al. (1985) isolaram uma linhagem de Bacillus licheniformis JF2
termo e halotolerante. O microrganismo mostrou ser capaz de produzir biossurfactantes
em meio de cultura contendo salinidade de até 10%, temperaturas de até 50oC e sob
condições aeróbicas e anaeróbicas. A eficiência da MEOR tem sido reportada em cam-
pos de estudo nos EUA, República Tcheca, Hungria, Polônia e Holanda, apresentando
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um aumento na recuperação de óleos em alguns casos (Karanth et al., 1999). Os surfac-
tantes biológicos são ainda estudados para aplicação na redução de viscosidade de óleos
pesados facilitando sua recuperação, bombeamento e transporte em oleodutos (Bognolo,
1999). O uso de meio de cultura contendo biossurfactantes para limpeza de borras oleosas
em tanques de armazenamento de petróleo também foi relatada por Banat et al. (1991).
Segundo esses autores, aproximadamente 91% dos hidrocarbonetos presentes no resíduo
foram recuperados após o biotratamento, sendo que os sólidos restantes continham um
baixo teor de óleo residual tornando o descarte desses resíduos ambientalmente seguro.
2.3.2 Aplicação nas Indústrias de Alimentos e Cosméticos
Os compostos sintéticos estão gradualmente perdendo a preferência dos consumidores
devido ao interesse de se reduzir o uso de aditivos sintéticos em alimentos (Shepherd et al.,
1995). Logo, essa nova exigência dos consumidores está aumentando a demanda pelo uso
favorável de ingredientes e aditivos naturais no processamento de alimentos.
A propriedades dos biossurfactantes de reduzir a tensão superficial, formar e estabi-
lizar emulsões são determinantes para a aplicação desses bio-compostos na indústria de
alimentos. Exemplos dessas aplicações consistem no controle da aglomeração de glóbu-
los de gordura, estabilidade de sistemas aerados, melhoramento da textura e tempo de
prateleira de produtos contendo amido, modificação de propriedades reológicas de mas-
sas de trigo e na melhora da consistência e textura de produtos baseados em lipídios
(Kachhol e Schlingmann, 1987). Shepherd et al. (1995) demonstraram que bioemulsifica-
dores produzidos por Candida utilis exibiram maior habilidade de emulsificação do que
outros emulsificadores comumente utilizados na indústria de alimentos, como por exem-
plo, goma arábica e carboximetilcelulose. Esses bioemulsificadores apresentaram grande
potencial de aplicação em preparações de molhos para saladas. Em um trabalho mais
recente, Iyer et al. (2006) relataram um bioemulsificador isolado de uma espécie marinha
Enterobacter cloace. Esse bioemulsificador foi descrito como um potente agente aplicado
para melhorar a viscosidade de vários produtos. Devido sua atividade em baixos pH,
esse bioemulsificador também pode ser aplicado em alimentos contendo ácido cítrico ou
ascórbico. Os biossurfactantes também podem ser aplicados na indústria de alimentos
como agentes antiadesivos, ou seja, reduzindo a adesão de microrganismos em superfícies
sólidas e prevenindo a formação de biofilmes. Mireles et al. (2001) descreveram que o
uso de surfactina reduziu a quantidade de biofilmes formados por Salmonella typhimu-
rium, Salmonella enterica, Escherichia coli e Proteus mirabilis em placas de PVC. O
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pré-tratamento de borrachas de silicone com os surfactantes produzidos por Streptococ-
cus thermophilus inibiu em 85% a adesão de Candida albicans (Busscher et al., 1997).
A utilização dos biossurfactantes, concomitantemente aos antibióticos, pode representar
uma nova estratégia antimicrobiana onde a destruição dos biofilmes pelos biossurfactantes
pode facilitar o acesso dos antibióticos às células microbianas.
Os biossurfactantes também têm encontrado um grande espaço no mercado de pro-
dutos farmacêuticos e de higiene pessoal devido suas propriedades físico-químicas e boa
compatibilidade com a pele, aceitabilidade ecológica e propriedades biológicas (Banat
et al., 2000). Os surfactantes biológicos podem atuar em processos de detergência, emul-
sificação, solubilização, dispersão, e formação de espumas. Os bancos internacionais de
patentes nos revelam o grande interesse farmacêutico pelos biossurfactantes. No Japão, as
empresas farmacêuticas SHOWA DENKO KK e Kanebo detêm grande parte das paten-
tes envolvendo o biossurfactante surfactina, produzido por linhagens de Bacillus subtilis.
Um produto contendo 1 mol de soforolipídios e 12 mols de propileno glicol apresentou
excelente compatibilidade com a pele e foi usado em formulações de hidratantes para a
pele (Yamane, 1987). O grupo Kao Chemical Corporation (Japan) usa soforolipídios co-
merciais como umectantes para produção de maquiagem, batons e produtos para cabelos
(Inoue et al., 1979). Cosméticos contendo raminolipídios também têm sido patenteados e
usados como produtos antirrugas e anti-envelhecimento (Piljac e Piljac, 1999).
2.3.3 Aplicações Medicinais e Biológicas
O uso e a potente aplicação comercial dos biossurfactantes na área médica tem aumen-
tado na última década (Rodrigues et al., 2006). Suas atividades antivirais, antitumorais e
antibacterianas fazem delas relevantes moléculas para atuar como agentes terapêuticos no
combate a doenças. Assim, os biossurfactantes se apresentam como uma alternativa apro-
priada ao uso de agentes terapêuticos e medicamentos sintéticos. O mecanismo de atuação
dos biossurfactantes se dá basicamente pela interação dessas moléculas com superfícies
celulares, desestruturando membranas através da emulsificação de lipídios, lipoproteínas
e fosfolipídios. Os surfactantes também podem interagir com superfícies sólidas e afetar
a adesão de células microbianas. Dentre as diversas categorias de biossurfactantes, os
lipopeptídios são particularmente interessantes devido à sua alta atividade de superfície
e potencial antimicrobiano (Seydlová e Svobodová, 2008). Os lipopeptídios podem atuar
como agentes antibióticos, antivirais, antitumorais, imunomoduladores ou como específi-
cas toxinas e inibidores enzimáticos.
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A surfactina é um ciclolipopeptídio produzido por espécies de Bacillus subtilis e que
possui uma expressiva atividade de superfície. A surfactina é um composto natural de im-
portância comercial que tem ganhado interesse biotecnológico e farmacêutico (Desai e Ba-
nat, 1997). A surfactina pode ser encontrada sob diferentes isoformas que se diferenciam
em suas propriedades físico-químicas devido a variações no comprimento e conformação
da cadeia lipídica e também por substituições de aminoácidos em sua parte protéica.
Atualmente, a surfactina tem sido relacionada com diversas propriedades biológicas,
como por exemplo, indução de formação de canais iônicos em bicamadas lipídicas, inibição
de adenosina monofosfato cíclica 2 (PLA2), atividade antimicrobiana, antitumoral, antivi-
ral e antiinflamatória (Seydlová e Svobodová, 2008). Kim et al. (1998) demonstraram que
a surfactina é um seletivo inibidor para PLA2 citosólica e um agente antiinflamatório de-
vido a inibição da atividade de PLA2 citosólica por supressão de respostas inflamatórias.
Outro estudo relatou que a surfactina apresentou baixíssima citotoxicidade durante o tra-
tamento de células de mamíferos contaminadas por micoplasmas, conduzindo à inativação
do micoplasma sem danos efetivos ao metabolismo celular (Vollenbroich et al., 1997b).
Vollenbroich et al. (1997a) mostraram que a surfactina é um agente efetivo contra diversos
vírus, incluindo Semliki Forest, herpes simplex (HSV1 e HSV2), estomatite vesicular
(VEV), imunodeficiência de Simian (SIVs) e vírus da encefalomiocarditis . A inativação
de vírus envelopado, especialmente herpes e retrovírus, foi significativamente mais efici-
ente do que a inativação de vírus não-envelopado. Isso sugere que a ação antiviral da
surfactina seja devido principalmente às interações físico-químicas entre o surfactante e a
bicamada lipídica, induzindo à uma completa desintegração do envelope, o qual contém
proteínas virais responsáveis pela adsorção e penetração do vírus em células hospedeiras
(Seydlová e Svobodová, 2008). Um atual estudo do efeito da surfactina na proliferação de
células de carcinoma de cólon humano mostrou que esse biossurfactante bloqueou forte-
mente a proliferação da linhagem celular cancerosa. O mecanismo de ação da surfactina
foi devido a indução da apoptose e por interrompimento do ciclo celular via supressão de
sinais reguladores de sobrevivência, tais como ERK e P13KK/Akt. Em adição, também
existem relatos de aplicação da surfactina como agentes antitrombóticos. Lim et al. (2005)
observaram que a surfactina foi capaz de prevenir a agregação de plaquetas conduzindo
a uma inibição da formação de coágulos fibrinosos. Os autores também relataram que
a presença da surfactina melhorou os fenômenos de fibrinólises por facilitar a difusão de
agentes fibrinolíticos. Estes resultados sugerem a possibilidade de uso da surfactina como
agente terapêutico trombolítico em caso de desordens pulmonares, do miocárdio e cere-
brais (Rodrigues et al., 2006). Outra propriedade biológica muito explorada é atividade
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antimicrobiana dos biossurfactantes. Carrillo et al. (2003) estudaram o mecanismo mole-
cular de permeabilização da surfactina na membrana celular. Este estudo sugeriu que as
propriedades de barreira da membrana são igualmente danificadas nas áreas onde os oligô-
meros interagem com os fosfolipídios, causando flutuações que podem ser consideradas o
modelo primário de ação dos antibióticos (Yilmaz et al., 2006). Fernandes et al. (2007) re-
lataram a ação antimicrobiana de surfactina contra várias linhagens bacterianas, enquanto
a surfactina produzida por Bacillus licheniformis apresentou atividade antifúngica con-
tra Magnaporthe grisea, um fungo fitopatogênico encontrado em arroz (Tendulkar et al.,
2007). Outros biossurfactantes produzidos por outras linhagens bacterianas também apre-
sentaram expressivas propriedades biológicas e medicinais. Dentre elas, podemos destacar,
a propriedade antifúngica da iturina produzida por Bacillus subtilis (Thimon et al., 1995)
e anticancerígena do manosileritritrol lipídio (do inglês MEL-Mannosylerythritol Lipids)
produzido por Candida antartica (Isoda et al., 1997).
2.3.4 Aplicação em Nanotecnologia
2.3.4.1 Dispersão de Nanotubos de Carbono
Desde os estudos publicados porIijima (1991), os Nanotubos de Carbono (NTC's)
têm atraído considerável atenção de pesquisadores em torno de todo o mundo. Dentre
os NTC's, os nanotubos de carbono de parede simples (SWCNT- Single-Wall Carbon
Nanotubes) consistem de uma única camada de grafite enrolada no espaço de maneira
a formar um cilindro perfeito com diâmetro na faixa de 0.72 nm; e os nanotubos de
carbono de parede múltipla (MWCNT- Multi-Wall Carbon Nanotubes) consistem de duas
ou mais camadas de grafite arranjadas concentricamente em forma de cilindro (Yu et al.,
2007). Na década passada, a redescoberta dos NTC's abriu novas fronteiras no campo
da nanotecnologia e nanociência. Suas propriedades únicas de resistência e flexibilidade
mecânica, condutividade elétrica e estabilidade térmica foram extensamente exploradas na
área da ciência dos materiais (Terranova, 2006). Entretanto, a combinação de nanotubos
com proteínas e outros compostos naturais, incluindo ácidos nucléicos e polissacarídios,
solidificou o caminho para o estudo da interação desses materiais com sistemas biológicos
(Klump et al., 2006). O fato dos nanotubos existirem naturalmente na forma de agregados
altamente hidrofóbicos (como resultado das forças de atração "Van der Waals"entre os
tubos) fazem deles materiais insolúveis em meios aquosos. No entanto, dispersões estáveis
de NCT's em soluções aquosas são essenciais para o estudo de suas propriedades biológicas,
as quais podem ser facilitadas por surfactantes e polímeros. Os surfactantes dodecilsulfato
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de sódio (SDS) e dodecilbenzeno sulfonato de sódio (SBDS) são os agentes de superfície
mais bem relatados nos estudos de dispersão dos NTC's, mas em contraposição, esses
detergentes sintéticos são muito tóxicos para as células de mamíferos, impossibilitando
assim, quaisquer aplicações biológicas dessas dispersões (Grant e Acosta, 1996).
Outras estratégias de dispersão são os métodos químicos de funcionalização da su-
perfície dos nanotubos que aumentam sua capacidade de dispersão por melhorar suas
características de adesão e molhabilidade que, por seguinte, reduzem a sua tendência de
aglomeração (Vaisman et al., 2006b). No entanto, esses métodos químicos de funciona-
lização, tais como o uso de ácidos e altas temperaturas, podem resultar na redução das
propriedades dos tubos (Hilding et al., 2003). Os métodos de dispersão mecânicos como
a ultrasonicação podem separar os tubos uns dos outros, mas também podem fragmentá-
los, alterando suas propriedades mecânicas e até mesmo biológicas (Lu et al., 1996).
Devido a sua origem microbiana, biocompatibilidade, degradabilidade, baixa toxicidade e
possibilidade de modificação química, os biossurfactantes se apresentam como moléculas
promissoras para dispersão de nanotubos de carbono. Outros agentes naturais que atuam
como dispersantes foram estudados por Edri e Regev (2008) que utilizaram BSA (Albu-
mina do Soro Bovino) e propuseram um método alternativo de dispersão de SWCNTs
para aplicações biológicas; e Govindan et al. (2009) que estudaram o papel do ácido hú-
mico como veículo de dispersão de SWCNTs, no caso de descarte desses nanomateriais no
solo. Através desse estudo, os autores foram capazes de descrever a dinâmica molecular de
ligação do ácido húmico à parede dos nanotubos. Hyung et al. (2007) também estudaram
a influência da matéria orgânica natural para dispersão de MWCNTs em fase aquosa.
Monteiro-Riviere et al. (2005) relataram o uso do surfactante plurônico (copolímeros a
base de óxido de etileno e óxido de propileno) para dispersão de MWCNTs com o objetivo
de estudar a interação desses nanotubos com o tecido epidérmico humano. Esses surfac-
tantes poliméricos possuem ampla aplicação biomédica devido à sua baixa toxicidade e
comportamento não-irritante (Vaisman et al., 2006a). Recentemente, três cepas de bac-
térias do gênero Bacillus foram testadas a fim de verificar como a presença de nanotubos
no meio de cultura influenciava o crescimento da célula, bem como a sua capacidade de
produzir biossurfactante. A presença dos nanotubos não afetou o crescimento celular e
nem tão pouco a produção de biossurfactantes, que foi responsável pela dispersão dos na-
notubos no meios de cultura (Plaza et al., 2009). No entanto, até o presente momento não
foram encontrados relatos da aplicação específicas de biossurfactante, produzido por via
fermentativa, na dispersão de nanotubos de carbono em sistemas aquosos. Surfactinas,
raminolipídios e soforolipídios são potenciais biossurfactantes que podem ser explorados
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para aplicação na dispersão de nanotubos de carbono e também de outros nanomateriais.
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3
Seleção das Linhagens Produtoras de
Biossurfactantes
3.1 Introdução
O interesse por surfactantes biológicos tem aumentado nos recentes anos devido à
sua diversidade, aceitabilidade ecológica, possibilidade de produção através de fermenta-
ções, e suas potentes aplicações na recuperação de petróleo, em cosméticos, indústrias
de processamento de alimentos e também na biorremediação de sítios contaminados com
hidrocarbonetos e metais pesados (Banat et al., 2000). Além disso, suas características
os tornam muito atrativos em relação aos surfactantes sintéticos. Dentre essas carac-
terísticas, podemos citar a baixa toxicidade, boa compatibilidade com a pele e olhos,
biodegradabilidade e produção a partir de substratos renováveis. No entanto, o custo
de produção dos biossurfactantes ainda inviabiliza sua produção em escala industrial. A
produção microbiana de surfactantes deve ser competitiva com os surfactantes petroquí-
micos sob os aspectos de custo, funcionalidade e capacidade de produção para atender
as necessidades de aplicações específicas. Ou seja, altos custos de produção podem ser
tolerados para aplicações em medicina e cosméticos que demandam pequenas quantidades
de compostos, porém são incompatíveis para aplicações ambientais, tais como recupera-
ção melhorada do petróleo e biorremediação de áreas contaminadas (Makkar e Cameotra,
1999).
Tradicionalmente, os hidrocarbonetos têm sido escolhidos como substratos para a pro-
dução de biossurfactantes e bioemulsificantes, pois assume-se que a indução da produção
de surfactantes propicia o acesso da célula ao substrato hidrofóbico (Mulligan, 2005).
Logo, uma das alternativas propostas para reduzir os custos é a utilização de resíduos
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agroindustriais para a produção de biossurfactantes em substituição aos compostos deri-
vados do petróleo e aos meios microbiológicos contendo extrato de levedura e/ou glicose,
os quais são altamente dispendiosos. Essa alternativa torna-se ainda mais interessante
no contexto do mercado brasileiro que tem sua economia fortemente voltada ao setor
agrário. Vários substratos renováveis de diversas origens têm sido extensivamente estuda-
dos para a produção de biossurfactantes em escala experimental. Resíduos oleosos como
gorduras animais, provenientes de indústrias de processamento de carnes (Deshpande e
Daniels, 1995); efluente gerado a partir da extração de azeite de oliva (Mercadé et al.,
1993); óleo residual de fritura (Haba et al., 2000) e resíduos sólidos, provenientes da
extração de óleos a partir de sementes oleaginosas (Benincasa et al., 2004), foram ante-
riormente utilizados para a produção de biossurfactantes. Entretanto, recentemente, os
substratos orgânicos solúveis também têm recebido especial atenção, pois são mais ba-
ratos e preferidos aos hidrocarbonetos, uma vez que fermentações monofásicas são mais
simples do que as fermentações bifásicas. Além disso, o uso de hidrocarbonetos como
substratos são inaceitáveis para muitas aplicações como em alimentos, cosméticos e nas
indústrias farmacêuticas (Makkar e Cameotra, 1999). Melaço de cana-de-açucar, resíduos
do processamento de batatas e mandioca, soro de leite e glicerol são substratos solúveis
alternativos para a produção de biossurfactantes (Mannerat, 2005). O glicerol, em espe-
cial, é um substrato que tem sido muito explorado em processos biotecnológicos. Com
o aumento da demanda da produção de biodiesel em todo o mundo, o glicerol residual,
proveniente da produção desses biocombustíveis, tem se tornado um substrato alternativo
para a produção de biossurfactantes.
O objetivo deste trabalho foi selecionar microrganismos produtores de biossurfactantes
através das técnicas de avaliação da capacidade de emulsificação e medida da tensão super-
ficial no sobrenadante. Tendo sido selecionadas as linhagens potencialmente produtoras,
o próximo objetivo foi avaliar a capacidade desses isolados em produzir biossurfactantes
em diversos substratos orgânicos. Nessa etapa, foram avaliados resíduos agroindustriais,
dentre eles a glicerina residual bruta, glicerina residual destilada, óleo residual de fritura e
torta de algodão residual de fritura, de modo a escolher o substrato mais adequado para a
produção de surfactantes pelos microrganismos anteriormente selecionados. Outros subs-
tratos orgânicos convencionais como óleo de mamona, glicerol padrão (Sigma), óleo diesel
e petróleo também foram avaliados.
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3.2 Material e Métodos
3.2.1 Seleção quanto a Produção de Biossurfactantes
3.2.1.1 Microrganismos
Os microrganismos avaliados para a produção de biossurfactantes foram anteriormente
isolados a partir de solos com histórico de contaminação por petróleo e derivados. Os mi-
crorganismos isolados foram depositados na Coleção de Culturas do Laboratório de Sis-
temática e Fisiologia Microbiana (LSFM- FEA/Unicamp). Foram avaliadas 17 linhagens
de microrganismos, sendo 16 bactérias e uma levedura.
3.2.1.2 Meios e Condições de Cultivo
A produção de biossurfactantes foi realizada em frascos Erlenmeyers de 250 ml, con-
tendo 50 ml de meio basal constituído de MgSO4.7H2O 0,5 g.L-1, KH2PO4 1,0 g.L-1,
NaNO3 3.0 g.L-1, pH entre 6,87,2 e acrescidos de extrato de levedura 0,1 g.L-1 e te-
tradecano 5.0% (v/v). Soluções-estoque de vitaminas e elementos traços também foram
adicionadas na concentração de 0,1% (v/v). Para o crescimento da levedura, o pH do meio
de cultivo foi ajustado para valores entre 4,55,5. As composições dos meios de cultivo
estão mostradas na Tabela 3.1. Os frascos foram incubados em incubador orbital (Shaker
New Brunswick Scientific) a 30oC sob agitação constante de 150 rev.min-1 durante 7 dias.
Frascos Erlenmeyers contendo apenas meio basal acrescido das fontes de carbono foram
utilizados como controles abióticos. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
3.2.1.3 Preparo do Inóculo
As linhagens bacterianas foram cultivadas em placas de Petri contendo ágar nutriente
(NA) e incubadas a 30oC durante 24 horas. O microrganismo Gordonia amicalis foi
cultivado em GYP e incubado a 30oC durante 4 dias. A levedura Candida sp., por sua
vez foi cultivada em PDA (Potato Dextrose Argar) e incubada a 30oC durante 48 horas.
Alçadas de cada cultura foram transferidas para Erlenmeyers de 250 ml contendo 50 ml de
meio nutriente (NB). As linhagens G. amicalis e Candida sp. foram inoculadas em GYP
líquido e PDB (Potato Dextrose Broth), respectivamente (Tabela 3.1). Os frascos foram
incubados em agitador orbital a 30oC sob agitação de 150 rev.min-1 por 24 horas. Após 24
horas, o meio de cultivo foi centrifugado a 18.000xg por 15 minutos (centrífuga HITACHI-
MODELO CR-21) para recuperação das células, as quais foram lavadas duas vezes em
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Tabela 3.1: Composição dos Meios de Cultivo e soluções de oligoelementos: a) Meio Basal,
b) GYP, c) Elementos-traço e d) Vitaminas.
Meio Basal
Concentração
(g.L−1)
MgSO4.7H2O 0,5
KH2PO4 1,0
NaNO3 3,0
NaCl 0,1
(a)
GYP
Concentração
(g.L−1)
Glicose 20
Extrato de levedura 5
Peptona 10
Agar 20
(b)
Elementos-traço
Concentração
(mg.L−1)
ZnSO4.7H2O 32
MnCl2.4H2O 100
H3BO3 6
CoSO4.6H2O 2,5
AuSO4.6H2O 2,5
NiCl2.2H2O 24
24 Na2MoO4.2H2O 36
(c)
Vitaminas
Concentração
(mg.L−1)
Ácido Fólico 2
Peridocina 10
Riboflavina 5
Tiamina 5
Ac. Nicoténico 5
Ac. Pantotênico 5
Cianocobalamina 0,1
Ac. Parabenzóico 5
Ac. Tiótico 5
Biotina 2
(d)
solução salina (0,85% v/v), em seguida ressuspendidas em meio basal descrito no item
3.2.1.2, sendo posteriormente inoculadas como descrito no item 3.2.1.2, na concentração
de 5% (v/v).
3.2.1.4 Avaliação da Produção de Biossurfactantes
O sobrenadante obtido no item 3.2.1.2 foi avaliado por meio da redução da tensão
superficial, através da técnica do Anel de Du Nouy, utilizando tensiômetro (Marca K10S-
Krüss). A produção de biossurfactante também foi avaliada através da atividade de
emulsificação do tipo A/O (Água em Óleo) e O/A (Óleo em Água). Para a avaliação
da emulsificação tipo O/A, um volume de 2,0 ml do caldo livre de células foram trans-
feridos para tubos de vidro rosqueados contendo 3,0 ml de tolueno. Os tubos foram,
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primeiramente, submetidos a leitura da densidade óptica a 610 nm em espectrofotôme-
tro (Shimadzu UV 1201) para se obter o valor do branco. Em seguida, os tubos foram
agitados em vortex por 2 minutos. Após repouso de 1 hora, os tubos foram novamente
submetidos a leitura de densidade óptica a 610 nm. A atividade de emulsificação foi
determinada pela equação AE = Abs1h − Abs0h, segundo Johnson et al. (1992). A ava-
liação da capacidade de emulsificação A/O foi realizada através da mistura de 2,0 ml do
sobrenadante das culturas com 3,0 ml de tolueno. Os tubos também foram agitados em
vortex por 2 minutos. Após 24 horas a altura da emulsão formada foi medida e calculada
através da Equação:
EI24h =
AE24h
AE0h
× 100 (3.1)
onde, AE24h é a altura da emulsão após 24 horas e AE0h é a altura da emulsão no tempo
zero.
3.2.2 Avaliação de Subtratos Orgânicos NãoConvencionais para
a Produção de Biossurfactantes
3.2.2.1 Microrganismos e Substratos Orgânicos
As linhagens 4012, 4007, Bacillus sp., Candida sp. e Gordonia amicalis, seleciona-
das no item 3.2.1.4, foram avaliadas quanto a produção de biossurfactantes usando os
seguintes substratos orgânicos como única fonte de carbono: 1) Glicerina Residual Bruta,
proveniente da produção de biodiesel; 2) Glicerina Residual Destilada também prove-
niente da produção de biodiesel; 3) Torta de Algodão; 4) Óleo Residual de Fritura; 5)
Glicerol padrão; 6) Óleo Diesel; 7) Petróleo e 8) Óleo de Mamona. As amostras de gli-
cerina bruta foram cedidas pela indústria Granol Ltda. (Campus AnápolisGoiás). A
amostra de glicerina bruta possui em sua constituição 80% de glicerol, 58% de umidade,
6% de sais (NaCl), 5% de matéria orgânica não glicerosa e 0,3% de metanol. A glicerina
totalmente destilada foi cedida pela antiga Ceralit S.A. Indústria e Comércio, localizada
em Campinas/SP. As amostras de torta de algodão foram doadas pela Araguassú Óleos
Vegetais, localizada em Porto Alegre do NorteMT. A amostra de óleo de mamona foi
cedida pela Campestre Indústria e Comércio de Óleos Vegetais Ltda. e a amostra de óleo
residual de fritura foi doada pela empresa de fast food (McDonalds R©/Brasil), localizada
no Distrito de Barão Geraldo/CampinasSP.
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3.2.2.2 Meios e Condições de Cultivo
O experimento foi conduzido em frascos Erlenmeyers contendo 40 ml do meio basal
descrito no item 3.2.1.2, acrescidos de 5% (v/v) dos substratos glicerina bruta e destilada,
glicerol padrão (Sigma.Co), óleo de mamona, óleo residual de fritura, óleo diesel e petróleo,
individualmente. A torta de algodão foi . A torta de algodão foi esterilizada em autoclave
a 121oC por 30 minutos e acrescentada na concentração de 5% (p/v). Glicerinas bruta e
destilada, petróleo, óleo residual de fritura e óleo de mamona também foram esterilizados
por calor úmido a 121oC por 15 minutos. O óleo diesel foi esterilizado por filtração a vácuo,
utilizando membrana filtrante de porosidade igual a 0,22 µm (Millipore Co.). O pH do
meio de cultivo foi mantido entre 6,87,2 para as linhagens bacterianas e entre 4,55,5 para
a linhagem Candida sp. Os Erlenmeyers foram incubados a 30oC em incubador orbital
sob agitação constante de 150 rev.min-1 durante 7 dias. Erlenmeyers contendo somente o
meio de cultura adicionados dos respectivos substratos orgânicos foram utilizados como
controles abióticos. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
3.2.2.3 Preparo do Inóculo
Cada microrganismo foi cultivado no meio de cultura mais apropriado para o seu
crescimento, sendo o microrganismo G. amicalis repicado em meio GYP sólido, a levedura
Candida sp. em PDA e as demais linhagens bacterianas em NA. Os microrganismos foram
incubados em estufa a 30oC durante 48 horas, sendo a linhagem G. amicalis incubada
por 4 dias. Posteriormente, alçadas da linhagens bacterianas foram transferidas para
Erlenmeyers contendo 50 ml de NB. As alçadas dos microrganismos G. amicalis e Candida
sp. foram transferidas para Erlenmeyers contendo 50 ml do meio GYP e do meio PDB,
respectivamente. Os frascos foram incubados em incubador orbital a 30oC sob agitação
de 150 rev.min-1 por 24 horas. O sobrenadante foi centrifugado a 18.000xg por 15 minutos
para a recuperação da massa celular que foi lavada duas vezes em solução salina (0,85%
v/v) e ressuspensas no meio basal descrito no item 3.2.1.2. O inóculo em cada Erlenmeyer
resultou na concentração de 5% (v/v).
3.2.2.4 Avaliação da Produção de Biossurfactantes
A avaliação da produção de biossurfactantes foi realizada através da medida da tensão
superficial em tensiômetro (K10S-Krüss) por meio da técnica do Anel de Du Nouy e tam-
bém pelo estudo da atividade de emulsificação descrita no item 3.2.1.4. A determinação
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da Concentração Micelar Crítica foi realizada para as linhagens que apresentaram redução
da tensão superficial e capacidade de emulsificação.
3.2.2.5 Concentração Micelar Crítica (CMC)
A determinação da CMC dos biossurfactantes não purificados em caldo fermentativo
foi estimada pela medição da tensão superficial pelo método do Anel de Du Nouy (Cooper
et al., 1981). O caldo fermentativo foi diluído, sucessivamente, e a tensão superficial das
diluições do sobrenadante foram determinadas em tensiomêtro K10S (Krüss). Os valores
da tensão superficial versus a concentração (%) em cada diluição foram plotados a fim de
se estimar o valor da CMC. O valor da concentração micelar crítica corresponde ao ponto
de inflexão da curva a partir do qual a tensão superficial se mantém constante.
3.3 Resultados e Discussão
3.3.1 Seleção das Linhagens Produtoras de Biossurfactantes
As mais importantes propriedades de superfície avaliadas para a seleção de microrga-
nismos produtores de biossurfactantes foram a redução da tensão superficial e a capacidade
do sobrenadante de formar e estabilizar emulsões de hidorcarbonetos. A eficiência dos iso-
lados em reduzir a tensão superficial do meio de cultura e emulsificar tolueno podem ser
visualizadas na Tabela 3.2.
Dentre as 19 linhagens estudadas, somente 5 delas (Bacillus sp., Candida sp., Gordo-
nia amicalis, linhagem 4012 e linhagem 4007) promoveram a redução da tensão superficial
para valores inferiores a 40 mN.m-1 e apresentaram, mesmo que em valores reduzidos, ca-
pacidade de formar emulsões água-óleo (A/O) e também óleo-água (O/A). O isolado
Bacillus sp. apresentou o menor valor de tensão superficial (26,8 ± 1,5) em relação ao
controle abiótico (58,1 ± 5,2) e também maior EI24h em tolueno (51,00 ± 1,41). Mercadé
et al. (1996) selecionaram uma linhagem de Bacillus sp. capaz de reduzir a tensão su-
perficial do sobrenadante para valores inferiores a 40 mN.m-1 quando cultivada em meio
mínimo de sais contendo óleo lubrificante como única fonte de carbono. Pruthi e Cameo-
tra (1997) também demonstraram que Bacillus pumilus reduziu a tensão superficial para
32 mN.m-1 quando cultivado em meio basal contendo 2% (v/v) de hexadecano. Em seus
estudos, Mannerat (2005) selecionou uma linhagem de Bacillus subtilis que foi efetiva
em estabilizar emulsões de hexadecano, apresentando valor de EI24h de aproximadamente
65%.
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Tabela 3.2: Tensão Superficial do meio de cultivo livre de células e atividade de emulsifi-
cação em tolueno após crescimento dos isolados em meio mínimo de sais com tetradecano
(5% v/v) como fonte de carbono por sete dias a 30oC e 150 rpm.
Microrganismos
Tensão Superficial EI Emulsificação
(mN.m−1) (24h) (Do=610 nm)
Bacillus sp. 26,8 ± 1,5 51,00 ± 1,41 1,30 ± 0,15
Candida sp. 38,4 ± 0,3 12,26 ± 1,33 0,80 ± 0,21
Chromobacterium sp. 45,8 ± 0,3 8,41 ± 1,36 0,10 ± 0,05
Gordonia amicalis 29,9 ± 3,2 16,67 ± 1,36 1,46 ± 0,15
Pseudomonas fluorescens 44,0 ± 1,1 0,00 ± 0,00 0,35 ± 0,11
Linhagem 39 47,1 ± 2,2 0,00 ± 0,00 0,52 ± 0,12
Linhagem 4001 32,8 ± 1,5 0,00 ± 0,00 0,74 ± 0,10
Linhagem 4003 49,3 ± 1,1 13,21 ± 2,67 0,63 ± 0,11
Linhagem 4004 45,7 ± 2,8 0,00 ± 0,00 0,04 ± 0,01
Linhagem 4006 58,8 ± 1,9 0,00 ± 0,00 0,15 ± 0,05
Linhagem 4007 32,3 ± 2,6 15,38 ± 2,72 0,93 ± 0,10
Linhagem 4008 54,3 ± 1,0 0,00 ± 0,00 0,31 ± 0,06
Linhagem 4010 46,9 ± 0,4 0,00 ± 0,00 0,09 ± 0,03
Linhagem 4012 32,7 ± 0,9 10,91 ± 2,57 1,33 ± 0,10
Linhagem 4023 42,0 ± 1,8 0,00 ± 0,00 0,05 ± 0,02
Linhagem 48 46,8 ± 1,0 0,00 ± 0,00 0,22 ± 0,05
Linhagem 5C2 56,2 ± 0,3 0,00 ± 0,00 0,12 ± 0,02
Linhagem B1A 45,3 ± 0,9 15,38 ± 2,67 0,88 ± 0,15
Linhagem L9A 50,8 ± 1,3 6,36 ± 1,29 0,29 ± 0,06
Controle Negativo 58,1 ± 5,2 0,00 ± 0,00 0,16 ± 0,03
Os valores reportados acima são a média de 3 replicatas ± desvio padrão.
O microrganismo G. amicalis também apresentou eficiente redução da tensão superfi-
cial neste presente capítulo e, apesar de não apresentar altos valores de EI24h mostrou ser
eficaz em formar emulsões tipo O/A, obtendo o maior valor de atividade para esse tipo
de emulsificação. Isso evidência que as linhagens de Bacillus sp. e G. amicalis produ-
zem biossurfactantes com excelentes propriedades de físico-químicas de redução da tensão
superficial, porém, apresentando distintas propriedades emulsificantes entre si. Pagilla
et al. (2002) isolaram uma linhagem de Gordonia amarae a partir da espuma formada
por lodos ativados em estações de tratamento de águas residuárias. Pagilla et al. (2002)
verificaram que o microrganismo foi capaz de crescer em meio de cultura contendo hexa-
decano e produzir biossurfactantes, reduzindo a tensão superficial para valores abaixo de
40,0 mN.m-1. Lin et al. (2005) isolaram uma linhagem Gordonia alkanivorans a partir
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de solos contaminados com petróleo e esse microrganismo foi avaliado quanto a sua ca-
pacidade de formar e estabilizar emulsões tipo A/O em diesel e querosene. A atividade
de emulsificação foi avaliada pelo método proposto por Cooper e Goldenberg (1987) e,
semelhantemente aos resultados apresentados nesse capítulo, a linhagem apresentou EI24h
inferiores a 10% em ambos hidrocarbonetos. A observação desses resultados pode sugerir
que os compostos de superfície ativa produzidos por linhagens de Gordonia sp. não são
aptos a formar emulsões tipo A/O.
Os demais isolados (linhagens 4012 e 4007 e Candida sp.) mostraram ser eficazes em
reduzir a tensão superficial para valores abaixo de 40 mN.m-1, porém apresentaram valores
de EI24h muito baixos, quando comparados ao isolado Bacillus sp. No entanto, seus valores
de emulsificação O/A foram ligeiramente maiores do que o restante dos isolados avaliados
neste capítulo (com exceção da G. amicalis a qual obteve o maior valor). De acordo com
Bodour e Maier (1998), o critério usado para selecionar produtores de biossurfactantes é
a habilidade de reduzir a tensão superficial para valores inferiores a 40 mN.m-1, enquanto
Willumsen e Karlson (1997) relataram que o critério de seleção de bons emulsificadores
é a habilidade de manter no mínimo 50% do volume original da emulsão após 24 horas.
Matsura (2004) considerou que os microrganismos deveriam apresentar capacidade de
emulsificação O/A com absorvância a 600 nm maior que 1,0. Assim, para seguir um
critério geral, os microrganismos deveriam ser capazes de reduzir a tensão superficial para
valores inferiores a 40 mN.m-1 e apresentar valores de EI24h iguais ou superiores a 50%, bem
como D.O.660 nm maiores que 1,0. Contudo, apesar das linhagens 4012, 4007, Candida
sp. e G. amicalis não terem demonstrado uma capacidade emulsificante completamente
satisfatória em relação ao isolado Bacillus sp., as mesmas foram selecionadas para a
próxima etapa de estudo, juntamente com este último microrganismo.
3.3.2 Avaliação de Subtratos Orgânicos NãoConvencionais para
a Produção de Biossurfactantes
Os cinco isolados selecionados no item 3.3.1 foram avaliados com relação a produção
de biossurfactantes em vários substratos orgânicos. Nessa etapa, explorou-se a habilidade
dos isolados de produzirem biossurfactantes em resíduos agroindustriais, como glicerinas
bruta e destilada, torta de algodão (resíduo sólido gerado após extração primária do óleo
vegetal) e o óleo residual de fritura. Substratos orgânicos convencionais como petróleo,
diesel e óleo vegetal de mamona, também foram estudados a fim de verificar o potencial
dessas linhagens para aplicação em processos de biorremediação. A produção foi avaliada
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pela redução da tensão superficial, atividade de emulsificação e avaliação da CMC. A
Figura 3.1 apresenta a média dos valores de tensão superficial para os microrganismos
(Bacillus sp., G. amicalis, Candida sp., linhagem 4012 e 4007) cultivados nos diferentes
substratos orgânicos descritos anteriormente.
Analisando a Figura 3.1 verificou-se que o microrganismo Bacillus sp. foi capaz de
produzir biossurfactante nos substratos de glicerinas bruta e destilada, glicerol padrão e
torta de algodão. Em todos esses quatro substratos, o isolado Bacillus sp. promoveu a
redução da tensão superficial para valores abaixo de 40 mN.m-1. A linhagem 4012 também
apresentou produção de biossurfactantes nos substratos glicerina bruta, glicerol padrão e
torta de algodão, reduzindo a tensão para valores abaixo de 40 mN.m-1; contudo, não se
mostrou eficaz em formar e estabilizar emulsões (Tabelas 3.3 e 3.4). Pode-se observar que
os menores valores de tensão superficial foram apresentados por Bacillus sp. cultivado em
substratos solúveis em água (glicerina bruta, destilada e glicerol padrão) e que o mesmo
não se mostrou capaz de produzir surfactantes nos substratos hidrofóbicos analisados.
O susbstrato orgânico utilizado, a constituição do meio e as condições de cultivo po-
dem influenciar o tipo e o rendimento do biossurfactante produzido (Karanth et al., 1999).
Muitos dos biossurfactantes conhecidos são produzidos por microrganismos em meios de
cultivo contendo hidrocarbonetos imiscíveis em água, porém existem vários relatos de
produção de biossurfactantes em substratos solúveis em água. Logo, o esforço dos pes-
quisadores em procurar novos substratos alternativos para se reduzir o custo de produção
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Figura 3.1: Tensão superficial (mN.m-1) do sobrenadante nos diferentes substratos orgâ-
nicos: (a) glicerina resisual bruta e (b) glicerina residual destilada (Continua...)
3.3. Resultados e Discussão 47
Linhagem 4012
 Linhagem 4007
Bacillus sp.
Gordonia amicalis
Candida sp.
Controle Negativo
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Glicerol Padrão Sigma
Tensão Superficial (mN.m -1 )
 Média
(c)
Linhagem 4012
Linhagem 4007
Bacillus sp.
Gordonia amicalis
Candida sp.
Controle Negativo
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Torta de Algodão
 
Tensão Superficial (mN.m -1 )
 Média
(d)
Linhagem 4012
 Linhagem 4007
Bacillus sp.
Gordonia amicalis
Candida sp.
Controle Negativo
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Óleo de Fritura
Tensão Superficial (mN.m -1 )
 Média
(e)
Linhagem 4012
Linhagem 4007
Bacillus sp.
Gordonia amicalis
Candida sp.
Controle Negativo
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Petróleo
Tensão Superficial (mN.m -1 )
 Média
(f)
Linhagem 4012
Linhagem 4007
Bacillus sp.
Gordonia amicalis
Candida sp.
Controle Negativo
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Óleo Diesel
Tensão Superficial (mN.m -1 )
 Média
(g)
Linhagem 4012
Linhagem 4007
Bacillus sp.
Gordonia amicalis
Candida sp.
Controle Negativo
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Óleo de Mamona
Tensão Superficial (mN.m -1 )
 Média
(h)
Figura 3.1: Tensão superficial (mN.m-1) do sobrenadante nos diferentes substratos orgâ-
nicos: (c) glicerol padrão, (d) torta de algodão, (e) óleo residual de fritura, (f) petróleo,
(g) óleo diesel e (h) óleo de mamona.
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dos biossurfactantes levou à exploração de resíduos solúveis em água para aplicação em
processos fermentativos. De acordo com Cooper et al. (1981), espécies de Bacillus são
capazes de produzir biossurfactantes em fontes solúveis em água. Makkar e Cameotra
(1997) utilizaram melaço de cana-de-açúcar, um co-produto rico em sacarose, para a pro-
dução de biossurfactantes por Bacillus subtilis. A tensão superficial foi reduzida para
29 e 31 mN.m-1 por duas espécies de Bacillus, respectivamente. Thompson et al. (2000)
demonstraram que a produção de biossurfactante por Bacillus subtilis em efluente, gerado
a partir do processamento da batata, reduziu a tensão superficial do meio de cultivo de
71 a 28,3 mN.m-1. Joshi et al. (2008) mostraram que Bacillus licheniformis K51 e Ba-
cillus subtilis 20B utilizaram soro de leite como única fonte de nutrição para a produção
de biossurfactantes. De acordo com Makkar e Cameotra (1997), os substratos solúveis
são geralmente mais baratos e preferidos aos hidrocarbonetos, uma vez que fermentações
monofásicas são mais simples do que fermentações bifásicas.
Analisando os dados complementares de emulsificação, notou-se que o sobrenadante
do microrganismo Bacillus sp. cultivado em glicerina bruta apresentou os maiores de
índices de emulsificação (EI24h) em diesel e querosene (63 ± 4 e 65 ± 3)(Tabelas 3.3 e
3.4).
Tabela 3.3: Índice de Emulsificação (EI24h) em óleo diesel dos biossurfactantes produzidos
por Bacillus sp. e linhagem 4012 durante a fermentação em glicerina bruta (GB), torta
de algodão (TA), glicerol padrão (Glic./Sigma) e glicerina destilada (GD).
Microrganismos GB TA Gli./Sigma GD
Bacillus sp. 62,67 ± 4,16 13,33 ± 2,31 64 ± 2,0 29,33 ± 3,06
Linhagem 4012 24 ± 2,0 22 ± 4,0 13,33 ± 3,06 0
Controles abióticos 0 0 0 0
Tabela 3.4: Índice de Emulsificação (EI24h) em querosene dos biossurfactantes produzidos
por Bacillus sp. e linhagem 4012 durante a fermentação em glicerina bruta, destilada,
glicerol padrão e torta de algodão.
Microrganismos GB TA Gli./Sigma GD
Bacillus sp. 64,67 ± 3,15 50 ± 4,0 57,33 ± 2,31 33,3 ± 3,06
Linhagem 4012 45,33 ± 4,16 41,33 ± 4,16 34,67 ± 3,06 0
Controles abióticos 0 0 0 0
O isolado Bacillus sp. cultivado nos 4 substratos citados (GB, TA, Glic/sigma e GD),
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também mostrou boa atividade de emulsificação O/A, demonstrando que os surfactantes
produzidos, além de possuírem excelente propriedade de reduzir a tensão superficial, são
também potenciais bioemulsificantes (Tabela 3.5). Valores semelhantes aos encontrados
para Bacillus sp. cultivado em glicerina bruta foram encontrados para o glicerol-padrão,
o que indica a potencialidade do uso de glicerina residual para a produção de biossurfac-
tantes. A propriedade de formar e estabilizar emulsões faz desses surfactantes compostos
adequados para diversas aplicações nas indústrias do petróleo, cosméticos e alimentos.
Resultados similares de emulsificação foram reportados por Nitschke e Pastore (2005),
onde o valor de EI24h foi igual a 70,4% para Bacillus subtilis cultivado em resíduo do
processamento de mandioca. A produção de biossurfactantes em meio de cultivo con-
tendo glicerol refinado (padrão) é relatada por Reis et al. (2004) que avaliaram diversas
matérias-primas de baixo custo, dentre elas o glicerol, para a produção de biossurfac-
tantes. Os autores demonstraram que o microrganismo Bacillus subtilis ATCC 6633 foi
capaz de crescer em glicerol, reduzindo a tensão do meio abiótico de 49 a 32 mN.m-1.
Segundo Reis et al. (2004), o valor de EI24h foi igual a 40% contra querosene o que, com-
parativamente, representa uma atividade de emulsificação menor do que aquela relatada
para Bacillus sp. neste trabalho. Sendo o principal resíduo ou co-produto da produção
de biodiesel, o glicerol residual (também conhecido como glicerina), está se acumulando
em taxas crescentes, devido ao advento da comercialização de biodiesel em largas escalas.
O glicerol refinado é gerado a partir da glicerina residual bruta através de um extensivo
processo que remove as impurezas e contaminantes (Amaral et al., 2009). Como resul-
tado, o processo de refino do glicerol é relativamente caro, além de consumir muito tempo
(Amaral et al., 2009). A glicerina bruta, utilizada neste trabalho, apresentou-se como um
resíduo de grande disponibilidade e baixo valor agregado. Logo, representa uma excelente
alternativa de substrato orgânico solúvel para a produção de biomoléculas de interesse
comercial por via fermentativa. A glicerina, designada como "destilada", é aquela que
passou por todos os processos de refino e possui alto grau de pureza. A espécie Yarrowia
lipolytica IMUFRJ 50682 produziu biossurfactante quando foi utilizado a glicerina residual
como única fonte de carbono. O sobrenadante apresentou índice de emulsificação de 70%
e uma variação de 22 mN.m-1, em relação ao controle abiótico (Fontes, 2008). Pseudomo-
nas aeruginosa DAUPE 614 produziu raminolipídios quando cultivada em meio contendo
glicerol residual e nitrato de amônio. Esses raminolipídios reduziram a tensão superficial
para 27,3 mN.m-1, mostrando um índice máximo de emulsificação de 84% (Monteiro et al.,
2007). Apesar da grande potencialidade de aplicação da glicerina residual na produção
de biossurfactantes, o uso desse resíduo para a produção de surfactantes por Bacillus sp.
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ainda é muito pouco explorado. Recentemente, Jarrell et al. (2009) propôs um meio de
cultivo contendo glicerina residual para crescimento de vários microrganismos, dentre eles
uma linhagem de Bacillus sp. O microrganismo foi capaz de crescer no meio de cultivo
proposto, convertendo glicerol em biossurfactantes.
A linhagem G. amicalis foi capaz de reduzir a tensão superficial quando cultivada nos
substratos hidrofóbicos óleo residual de fritura e óleo diesel, sendo que para essa última
fonte de carbono, o microrganismo foi capaz de reduzir a tensão de 51 a 31 mN.m-1 (Figura
3.1). A expressiva produção de surfactantes por G. amicalis em diesel e óleo de fritura
pode ser comprovada através da capacidade do sobrenadante de formar emulsões O/A
com valores de D.O.600 nm de 11,92 ± 1,14 e 11,08 ± 0,5, respectivamente (Tabela 3.5).
Esses foram os maiores valores de atividade de emulsificação O/A dentre todos os outros
organismos e substratos avaliados. No entanto, os gráficos da Figura 3.2 mostraram que
tanto a CMC quanto a tensão superficial na CMC (γCMC) foram menores para o óleo
residual de fritura.
Tabela 3.5: Atividade de emulsificação O/A em tolueno dos sobrenadantes das culturas
de Bacillus sp., Gordonia amicalis e linhagem 4012.
Microrganismos GB GD Diesel OF Gli./Sigma
Bacillus sp. 8,03 ± 0,89 3,56 ± 0,39   9,39 ± 1,55
Gordonia amicalis   11,92 ± 1,14 11,08 ± 0,5 
Linhagem 4012 3,29 ± 0,31    1,37 ± 0,15
GD (Glicerina Bruta), GD (Glicerina Destilada), OF (Óleo de Fritura) e Gli./Sigma (Glicerol Padrão).
O gênero Gordonia, que representa um grupo de actinomicetos, tem atraído muito
interesse nos recentes anos, devido à habilidade desse grupo em degradar xenobióticos e
poluentes ambientais (Arenskotter et al., 2004). Essa característica torna os microrga-
nismos desse grupo potenciais organismos para aplicações em biotecnologia industrial e
ambiental. A incorporação de ácidos micólicos de cadeia alifática longa na parede celu-
lar está associada à alta hidrofobicidade e adesão em superfícies que exercem um papel
fundamental na degradação de poluentes hidrofóbicos. Lee et al. (2005) relataram que a
degradação de óleo diesel por Gordonia nitida foi facilitada pela adição de ácidos micóli-
cos sintéticos que atuaram como surfactantes, ajudando na disponibilização do substrato
à célula (Arenskotter et al., 2004). Essa capacidade de biodegradação, frequentemente,
está associada à produção de biossurfactantes. A produção de compostos de superfície
ativa tem sido relatada para várias espécies de Gordonia. Pagilla et al. (2002) confirma-
ram que, problemas de formação de espuma em lodos ativados, eram devido a produção
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de biossurfactantes por Gordonia amarae quando substratos hidrofóbicos estavam pre-
sentes. Gordonia alkanivorans CCJG39 foi isolado a partir de lodo contaminado com
petróleo. O microrganismo foi submetido à fermentação com óleo diesel e produziu um bi-
ossurfactante extracelular, levando a tensão superficial à 33 mN.m-1 (Young et al., 2005).
Gordonia alkanivorans CCJG39 também apresentou habilidade de flotar em direção a
superfície óleo/água. Nazina et al. (2003) caracterizaram a produção de exopolissacarídios
por Gordonia sp. em meio de cultivo contendo uma mistura de parafinas. Os exopolis-
sacarídios atuaram como surfactantes, reduzindo a tensão superficial e emulsificando os
hidrocarbonetos presentes no meio de cultura. Nenhum relato de produção de biossur-
factantes por G. amicalis em óleo residual de fritura foi encontrado. No entanto, o uso
desse substrato pode ser considerado uma apropriada alternativa para a redução de custos
de produção dos biossurfactantes por espécies de Gordonia. O óleo residual de fritura é
um resíduo de origem vegetal que também pode ser usado como um substrato adequado
para a produção de biossurfactantes visando o estudo das propriedades biológicas desses
surfactantes.
Observando a Figura 3.2 notou-se que a CMC ficou entre 0,5-2,0 % (v/v) para a
maioria dos microrganismos avaliados, no entanto, pode-se observar que os valores de
γCMC foram diferentes entre si. Na Figura 3.2, é possivel notar que o isolado Bacillus
sp., crescido em glicerina bruta e glicerol padrão, apresentou os menores valores de γCMC,
comparado com os outros microrganismos. Isso mostra que o sobrenadante foi eficiente
em promover a redução da tensão mesmo em baixas concentrações. Ou seja, para que se
possa classificar uma linhagem como produtora de biossurfactantes, no tocante à CMC,
não basta que o sobrenadante possua apenas valores de CMC reduzidos, mas também é
necessário que a γCMC seja baixa. Por exemplo, concentrações entre 0,5-1,5% (v/v) do
sobrenadante de Bacillus sp. crescido em glicerina bruta foi capaz de promover a redução
da tensão para valores próximos a 35 mN.m-1.
Mediante todos os resultados de tensão superficial, emulsificação, CMC e γCMC
verificou-se que a glicerina residual bruta e o isolado Bacillus sp. se apresentaram como o
melhor substrato orgânico e microrganismo, respectivamente, para posteriores estudos de
otimização da produção de biossurfactantes. Logo, o capítulo 4 será destinado a avaliar o
efeito dos fatores temperatura e concentração de glicerina na produção de biossurfactantes
por Bacillus sp.
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Figura 3.2: Concentração micelar crítica do sobrenadante nos diferentes substratos or-
gânicos: (a) glicerina residual bruta, (b) glicerina destilada, (c) glicerol padrão, (d) torta
de algodão, (e) óleo diesel e (f) óleo de fritura.
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3.4 Conclusões
• Os substratos solúveis glicerina bruta, destilada e glicerol padrão foram eficazes em
promover a produção de biossurfactantes pelo isolado 4012 e pelo Bacillus sp.;
• O isolado Bacillus sp., cultivado em glicerina residual bruta, apresentou os melhores
valores de emulsificação em óleo diesel e querosene, além de também apresentar
capacidade de formar e estabilizar emulsões tipo O/A;
• Os valores de CMC variaram entre 0,5 e 2,0% (v/v) para todos os microrganimos e
todos os substratos avaliados, porém, dentre todos eles o isolado Bacillus sp. culti-
vado em glicerina residual bruta apresentou o menor valor de γCMC nesse intervalo
de concentração. A glicerina bruta, portanto, mostra ser um resíduo de baixo custo
e alta disponibilidade que pode favorecer a redução dos custos de produção dos
biossurfactantes por Bacillus sp.;
• O microrganismo G. amicalis apresentou grande potencial para crescer em meios de
cultivo contendo óleo diesel e produzir biossurfactantes, mostrando ser um micror-
ganismo potencial para aplicação em processos de biorremediação. O óleo residual
de fritura foi eficaz em promover a produção de biossurfactantes por G. amicalis e
pode, ainda, ser muito explorado como resíduo de baixo custo para a produção de
biossurfactantes por este microrganismo.
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Avaliação da Temperatura e Concentração
de Glicerina Ótimas para a Produção de
Biossurfactantes
4.1 Introdução
O interesse dos biossurfactantes tem crescido consideravelmente nos recentes anos,
uma vez que são potentes compostos para muitas aplicações na indústria farmacêutica,
biomédica, de alimentos e petrolífera. O microrganismo Bacillus subtilis é conhecido por
produzir lipopeptídios cíclicos, como por exemplo, surfactina, iturinas, lichenisinas e fen-
gicinas. Essas moléculas possuem uma porção cíclica constituída de aminoácidos ligada a
uma cadeia de ácidos graxos hidrofóbica (Pueyo et al., 2009). Os lipopeptídios são muito
conhecidos devido a versatilidade de suas aplicações biológicas. Uma das desvantagens
dos biossurfactantes com relação aos surfactantes sintéticos ainda é o custo de produção.
A respeito disso, o uso de substratos renováveis, principalmente os resíduos de baixo custo
podem ser utilizados para a produção de biossurfactantes, levando em conta que o micror-
ganismo B. subtilis pode sintetizar essas biomoléculas em diferentes e variados substratos
orgânicos (Reis et al., 2004). A utilização de glicerol residual como substrato orgânico em
processos fermentativos pode reduzir os custos de produção de biossurfactantes, resolver
parte dos problemas de acumulação desse resíduo na indústria, além de ser uma estra-
tégia para valorização do biodiesel (Rivaldi et al., 2009). No entanto, o estabelecimento
de condições ótimas de fermentação para maximizar a produtividade de biossurfactantes
é essencial para a redução dos custos de produção em larga escala. Cooper et al. (1981)
estudaram vários fatores nutricionais que afetam a produção de surfactina por B. subtilis.
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Fatores físicos como pH, temperatura, agitação e aeração também influenciam o cresci-
mento microbiano e a produção de biossurfactantes (Guerra-Santos et al., 1986). Grande
parte dos processos de otimização são baseados em métodos clássicos, variando uma va-
riável enquanto todas as outras se mantêm em nível constante. Geralmente, esse método
consome muito tempo além de requerer um número muito grande de experimentos. Con-
tudo, as limitações dos processos de otimização simples podem ser substituídos pelo uso de
planejamentos experimentais por Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR).
A Metodologia de Superfície e Resposta (MSR) pode ser aplicada de forma a conhecer a
significância dessas variáveis na produção dos compostos de interesse. Mukherjee et al.
(2008) e Joshi et al. (2008) são exemplos de trabalhos que utilizaram a metodologia de
superfície de resposta para otimizar os constituintes dos meios de cultivo para a produção
de biossurfactantes. Este capítulo tem como objetivos avaliar o efeito da temperatura e
concentração de glicerina residual através de um delineamento composto central rotacio-
nal com 2 variáveis independentes, ou seja, um planejamento 22 completo com 4 ensaios
no ponto central; e ainda identificar o isolado Bacillus sp., através das técnicas de am-
plificação do gene ribossomal 16S e pela análise do perfil de ácidos graxos da membrana
celular desse microrganismo.
4.2 Material e Métodos
4.2.1 Identificação da Linhagem Bacillus subtilis Produtora de
Biossurfactante
4.2.1.1 Amplificação do Gene Ribossomal 16S, Sequenciamento e Análise
Filogenética
A linhagem foi identificada pela ampliação do gene RNA ribossomal 16S por Reação
em Cadeia de Polimerase (PCR), utilizando como molde o DNA genômico extraído dire-
tamente da amostra. Os primers utilizados para a reação de PCR foram p27f e p1401r,
homólogos às extremidades do gene RNA ribossomal 16S de bactérias. O produto ampli-
ficado foi puricado e submetido diretamente ao sequenciamento em sequenciador automá-
tico MegaBACE 1000 (GE Healthcare). Os iniciadores utilizados para o sequenciamento
foram p10f/765f e 782r/p1100r. As sequências parciais do gene RNA ribossomal 16S,
obtidas com os diferentes iniciadores, foram montadas em um contig (sequência única
combinada com diferentes fragmentos obtidos) e comparada com as sequências de orga-
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nismos presentes nas bases de dados do Genbank (http://www.ncbi.nml.nih.gov/) e do
RDP (http://rdp.cme.msu.edu). Foram, então, selecionadas sequências de organismos
relacionados ao organismo desconhecido para a realização das análises filogenéticas. As
sequências foram alinhadas utilizando o programa CLUSTALX (Thompson et al., 1997) e
as análises filogenéticas foram conduzidas utilizando o programa MEGA versão 2.0, des-
crito por Kumar et al. (2001). A matriz de distância evolutiva foi calculada com o modelo
de Kimura (1980) e a construção da árvore filogenética a partir das distâncias evolutivas
foi feita pelo método de Neighbor-Joining (Saito e Nei, 1987) com valores de bootstrap
calculados a partir de 1000 re-amostragens, utilizando o software incluído no programa
MEGA 2.0.
4.2.1.2 Análise de Ésteres Metílicos de Ácidos Graxos (FAME)
A etapa de identificação microbiana foi concluída por meio da análise de ésteres metíli-
cos de ácidos graxos da membrana celular do microrganismo. Para isso, os isolados foram
crescidos em placas de ágar tripticase de soja (TSA) durante 24 horas. Os ácidos graxos
foram saponificados, metilados, extraídos e analisados por Cromatografia Gasosa aco-
plado a Espectometria de Massa (CGMS) utilizando-se o sistema Sherlock da Microbial
Identification System (MIDI, Newark, DE, EUA), segundo Lima (2003). A identificação
foi realizada pela comparação do perfil de ácidos graxos da membrana do Bacillus sp.
com a biblioteca de referência armazenada em um banco de dados para microrganismos
aeróbicos de amostras ambientais do sistema (TSBA, versão 4.0). Essa etapa de identifi-
cação foi realizada em parceria com oLaboratório de Biodiversidade e Biotecnologia para
o Meio Ambiente (Departamento de Biologia/UFV).
4.2.2 Delineamento Composto Central Rotacional para Otimiza-
ção da Produção de Biossurfactantes
4.2.2.1 Planejamento 22 Completo com Axiais
A determinação da temperatura e concentração de glicerina foi realizada através do
planejamento experimental, visando obter uma região ótima para a produção de biossur-
factantes, a qual foi estimada pelas respostas Y1 = CMC e Y2 = Tensão Supercial na
CMC. Nessa etapa, a influência da temperatura (oC) e da concentração de glicerina bruta
(% v/v) foi avaliada através de um planejamento 22 incluindo 4 ensaios nas condições
axiais e 4 repetições no ponto central, totalizando 12 ensaios. Os níveis e os ensaios uti-
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lizados nesse planejamento estão apresentados na Tabelas 4.1. O ensaio no ponto central
foi realizado em quadriplicata, enquanto os demais ensaios foram realizados em duplicata.
Os modelos de superfície de resposta e os resultados foram analisados com o auxílio
do programa computacional Statistica versão 5.5 (Statsoft Inc. Tulsa, Okla, USA).
Tabela 4.1: Valores utilizados no planejamento experimental para a produção de biossur-
factantes.
Variável -1,41 -1 0 +1 +1,41
Temperatura (0C) 30 32 37 42 44
Glicerina Bruta (% v/v) 4 5 7,5 10 11
4.2.3 Meio de Cultivo e Inóculo
Os ensaios foram realizados em Erlenmeyers de 250 ml, contendo o meio de cultura
basal descrito no item 3.2.1.2 adicionados de glicerina residual bruta como única fonte de
carbono e nas concentrações designadas por cada nível do planejamento experimental. O
inóculo foi preparado como descrito no Item 3.2.1.3 e inoculado nos frascos Erlenmeyers
visando alcançar D.O.600 nm de 0,1. Os frascos foram incubados em agitador orbital nas
temperaturas designadas para cada ensaio, sob agitação fixa de 150 rev.min-1 durante 7
dias.
4.2.4 Avaliação da Produção de Biossurfactantes
A produção de biossurfactantes foi avaliada através da determinação da CMC (como
descrito no item 3.2.2.5) e designada como a primeira resposta do planejamento. A se-
gunda resposta foi exatamente a tensão superficial correspondente ao ponto designado
como concentração micelar crítica (γCMC). A tensão superficial foi quantificada como
descrito no item 3.2.1.4.
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4.3 Resultados e Discussão
4.3.1 Identificação Taxonômica do Isolado Produtor de Biossur-
factante
O isolado Bacillus sp., selecionado no Capítulo 3 como produtor de biossurfactantes,
foi submetido à análise filogenética dos fragmentos de 16S rDNA. A sequencia parcial do
gene 16S do isolado apresentou 100% de similaridade com sequências de espécies perten-
centes ao gênero Bacillus, incluindo espécies de Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefa-
ciens, presentes nos bancos de dados RDP e Genbank. A árvore filogenética revelou o
agrupamento do isolado com espécies do gênero Bacillus, confirmando os resultados obti-
dos nos bancos de dados (Figura 4.1). Entretanto, não foi possível a identificação em nível
de espécie, pelo fato do gene que codifica o RNA ribossomal 16S apresentar-se altamente
conservado para o gênero Bacillus, oferecendo resolução apenas para discriminação em
nível genérico.
Figura 4.1: Árvore filogenética demonstrando a relação filogenética entre as sequências
parciais de gene RNA ribossomal 16S do isolado Bacillus sp. e de linhagens de microrga-
nismos obtidas na base de dados do Genbank.
Contudo, a análise complementar referente ao perfil de ácidos graxos da membrana
celular, confirmou que o isolado produtor de biossurfactantes é uma linhagem de Bacil-
lus subtilis subgrupo D. Esse microrganismo foi, então, designado como Bacillus subtilis
LSFM05 por ter sido reativado a partir da coleção de culturas do Laboratório de Siste-
mática e Fisiologia Microbiana (LSFM) no ano de 2005. Na Tabela 4.2, pode-se observar
o perfil de ácidos graxos da membrana celular do isolado.
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Tabela 4.2: Perfil de ácidos graxos da membrana celular do microrganismo Bacillus subtilis
LSFM  05.
Picos Porcentagem (%)
Pico Solvente 
13:0 iso 0,23
13:0 anteiso 0,14
14:0 iso 0,42
14:00 0,98
15:0 iso 23,92
15:0 anteiso 39,20
16:0 iso 1,19
16:1 w11c 1,32
16:00 8,89
17:1 iso w10c 0,97
Soma na Característica 4 0,51
17:0 iso 10,87
17:0 anteiso 11,00
18:00 0,34
Soma Total Característica 4 0,51
4.3.2 DCCR para Otimização da Produção de Biossurfactantes
4.3.2.1 Concentração Micelar Crítica
Nesta etapa, foram estudadas as variáveis concentração de glicerina e temperatura e
através de um planejamento experimental 22 com 4 pontos axiais e 4 pontos centrias,
mantendo-se fixo a rotação em 150 rev.min-1.
A Tabela 4.3 apresenta a matriz do planejamento experimental com os níveis codi-
ficados e reais, bem como as respostas de CMC e γCMC. Os valores obtidos em cada
tratamento foram analisados por efeitos lineares, quadráticos e de interação linear e usa-
dos para construir a superfície de resposta.
As interações dos fatores lineares, quadráticos, assim como o erro, o coeficiente t e a
significância estatística para a resposta CMC podem ser observados na Tabela 4.4. Pode-se
observar ainda que as variáveis (1) Temperatura e (2) Concentração de Glicerina (% v/v)
não tiveram efeito sobre a resposta CMC a um nível de confiança de 90%, apresentando
termos lineares e quadráticos com pvalores superiores a 0,1. Na Figura 4.2, é possível
observar que os valores de CMC para cada um dos ensaios estão entre 0,5 e 1,5 %, o
que explica a falta de significância das variáveis para essa resposta. No entanto, apesar
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Tabela 4.3: Matriz do planejamento experimental (valores codificados e reais) com as
repostas Y1 (CMC) e Y2 (γCMC).
Ensaios
X1 X2 Y1 Y2
Temperatura Glicerina Bruta CMC γCMC
(0C) (%v/v) (%v/v) (mN.m−1)
1 -1 (32) -1 (5) 1,28 41,0
2 +1 (42) -1 (5) 1,09 57,05
3 -1 (32) +1 (10) 1,48 40,5
4 +1 (42) +1 (10) 1,48 61,3
5 -1,41 (30) 0 (7,5) 1,48 44,3
6 +1,41 (44) 0 (7,5) 0,5 66,5
7 0 (37) -1,41 (4) 0,7 37,4
8 0 (37) +1,41 (11) 1,09 49,6
9 0 (37) 0 (7,5) 1,48 40,5
10 0 (37) 0 (7,5) 1,28 42,6
11 0 (37) 0 (7,5) 1,48 46,6
12 0 (37) 0 (7,5) 1,48 48,3
da CMC não apresentar diferença significativa entre os ensaios, nota-se que a γCMC
apresenta diferença significativa entre os ensaios nos níveis estudados. Na tabela 4.4, os
termos lineares e quadráticos estão associados às letras (L) e (Q), respectivamente.
Tabela 4.4: Coeficientes de regressão do planejamento experimental para a resposta CMC.
Fatores Coef. Regressão Erro Padrão t(6) p-valor
Média 1,43 0,193 7,42 0,0003
Temperatura (L) −0,19 0,27 −0,73 0,4927
Temperatura (Q) −0,245 0,30 −0,80 0,4519
Glicerina (L) 0,09 0,27 0,33 0,7514
Glicerina (Q) −0,34 0,30 −1,12 0,3071
Temperatura × Glicerina 0,095 0,38 0,24 0,8135
4.3.2.2 Tensão Superficial na CMC (γCMC)
Para a resposta γCMC verificou-se que, os termos glicerina (Q) e a interação linear
entre temperatura e concentração de glicerina (Temperatura x Glicerina) não foram signi-
ficativos a um nível de confiança de 90%. Porém, os termos temperatura (L, Q) e glicerina
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Figura 4.2: Relação entre tensão superficial e concentração do sobrenadante de B. subtilis
LSFM05 cultivado em meio basal com glicerina residual durante 7 dias a 150 rev.min-1.
(L) apresentaram efeito positivo sob a resposta, ou seja, um aumento em qualquer um
desses fatores acarreta no aumento na γCMC (Tabela 4.5). O valor do coeficiente p
está relacionado ao nível de significância da variável independente sobre a resposta em
estudo. Normalmente, é escolhido como intervalo de confiança o valor de 95%, porém,
devido a grande variabilidade inerente aos bioprocessos que envolvem microrganismos,
foram considerados significativos os parâmetros com pvalores menores que 10% (p <
0,01), significando um intervalo de confiança de 90%.
A ANOVA (Análise de Variância) para γCMC, considerando apenas os termos esta-
tisticamente significativos, está apresentada na Tabela 4.6. A análise de significância da
regressão e da falta de ajuste foram realizadas através do teste F a um nível de confiança
de 90%. Como o Fcalculado (32,674) para a regressão é significativo e a percentagem de
variação explicada pelo modelo (R2) foi boa (cerca de 93%), pode-se concluir que o modelo
se ajusta bem aos dados experimentais.
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Tabela 4.5: Coeficiente de regressão do DCCR para a resposta γCMC.
Fatores Coef. Regressão Erro Padrão t(6) p-valor
Média 44,5 1,64 28,08 < 0,0001
Temperatura (L) 8,58 2,32 7,39 0,00032
Temperatura (Q) 5,63 2,60 4,34 0,0049
Glicerina (L) 2,62 2,32 2,26 0,064
Glicerina (Q) −0,39 2,60 −0,30 0,77
Temperatura × Glicerina 1,1875 3,27 0,72 −0,50
Tabela 4.6: ANOVA para a resposta γCMC.
Fonte de Soma de Graus de Quadrado
Fcal
Variação quadrados liberdade Médio
Regressão 863,11 3 287,70
32,674
Resíduos 70,44 8 8,805
Falta de ajuste 5,64 2 2,82
0,20
Erro Puro 64,80 6 10,80
Total 933,55 11 84,87
% de variação explicada (R2) = 93; F3; 8; 0,10 = 2,92
O modelo com as variáveis codificadas, o qual representa a γCMC (% v/v) em função
da temperatura e concentração de glicerina na faixa estudada, está demonstrado a seguir:
γCMC = 44, 5 + 8, 58(temperatura) + 5, 63(temperatura)2 + 2, 62(glicerina)
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Figura 4.3: Superfície de resposta em função da temperatura e concentração de glicerina
para a γCMC.
Figura 4.4: Superfície de contorno em função da temperatura e concentração de glicerina
para a γCMC.
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Através da superfície de resposta e curvas de contorno geradas pelo modelo, pode-se
obter as condições de temperatura e concentração de glicerina que resultam em valores de
γCMC reduzidos. A faixa ótima de temperatura foi de 31 a 37 oC e para a concentração
de glicerina entre 35,5% (v/v) (Figuras 4.3 e 4.4).
A Tabela 4.7 apresenta os valores experimentais, os previstos pelo modelo para a
γCMC, os desvios e os desvios relativos para cada ensaio do planejamento experimental.
Pode-se observar que os desvios foram menores na região em que a γCMC foi menor.
No ensaio 7, que apresentou o menor valor de γCMC, o desvio relativo observado foi de
-0,13%. No entanto, altos desvios foram observados nos ensaios que não apresentaram
resultados de γCMC satisfatórios. Por exemplo, o desvio relativo no ensaio 6 é muito alto
(35,58%), mostrando que o modelo não se ajusta muito bem para altos valores de γCMC.
Tabela 4.7: Valores de γCMC experimentais, previstos pelo modelo, desvios e desvios
relativos para o planejamento experimental.
Ensaios
Experimental Predito Desvio Desvio Relativo
(Y ) ˆ(Y ) (Y − Yˆ )
(
Y−Yˆ
Y
× 100
)
1 41,00 38,00 3,00 7,32
2 57,05 67,67 −10,62 −18,62
3 40,50 43,30 −2,80 −6,91
4 61,30 72,67 −11,37 −18,55
5 44,30 42,15 2,15 4,85
6 66,80 90,57 −23,77 −35,58
7 37,40 37,45 −0,05 −0,13
8 49,60 51,55 −1,95 −3,93
9 40,50 44,50 −4,00 −9,88
10 42,60 44,50 −1,90 −4,46
11 46,60 44,50 2,10 4,51
12 48,30 44,50 3,80 7,87
Estudos anteriores têm reportado a produção de surfactina por diferentes linhagens
de B. subtilis. Sen e Swaminathan (1997) aplicaram a metodologia de superfície de res-
posta para determinar o efeito das condições de fermentação pH, temperatura, agitação
e aeração na produção de surfactina. Os efeitos de interação mútua entre os parâmetros
foram estudados para uma produção máxima de surfactina. A concentração relativa de
surfactina foi expressa como o recíproco da CMC (DMC ou CMC-1), ou seja, a diluição do
meio de cultura correspondente a CMC. As condições ótimas de produção foram pH=6,75;
temperatura de 37,4oC; agitação de 140 rev.min-1 e aeração de 0,75 vvm.
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Sen (1997) estudou a otimização do meio de fermentação para maximizar a concentra-
ção de surfactina por B. subtilis DSM3256. O autor utilizou um planejamento 24 completo
para avaliar o efeito das concentrações de glicose, NH4NO3, FeSO4 e MnSO4 na produção
do lipopeptídio. Esse procedimento limita o número de experimentos realizados enquanto
permite obter resultados referentes ao sinergismo entre as variáveis. A produção de surfac-
tina foi expressa como CMC-1 (inverso da CMC), sendo o valor ótimo igual a 45,5. Joshi
et al. (2008) também utilizaram a metodologia de superfície de resposta para avaliar os
componentes ótimos para aumentar a produção de lichesina por B. licheniformis R2. O
autor utilizou um planejamento 24 completo para estudar o efeito das concentrações de
glicose, NH4NO3, Na2HPO4 e MnSO4.4H2O na produção de biossurfactantes que foi mo-
nitorada através da DMC. A metodologia foi efetiva em aumentar o valor de DMC de 25
para 105 no meio otimizado.
Mukherjee et al. (2008) reportaram a otimização da produção de biossurfactantes
por uma linhagem de Bacillus sp., usando Plackett-Burman design. A produção foi
monitorada através do rendimento de produção em g.L-1, sendo que a quantidade de
surfactante foi aumentada em 84,7% no meio de cultura otimizado em comparação com
o meio de cultura não-otimizado. Ramnani et al. (2005) utilizaram a metodologia de
superfície de resposta para avaliar o efeito da densidade do inóculo, concentração de
fosfato, e diferentes substratos agroindustriais na produção de biossurfactantes por B.
licheniformis. A produção de biossurfactantes foi avaliada através da percentagem de
redução da tensão superficial em comparação ao controle. Shih et al. (2008) demonstraram
o uso da mesma metodologia, visando otimizar as condições de cultivo para a produção de
iturina por B. subtilis, em estado sólido, utilizando resíduo agroindustrial. A otimização
promoveu a produção de 11,435 mg de iturina por grama de material sólido utilizado. No
entanto, ainda não existem relatos de aplicação da metodologia de superfície de resposta
para otimizar as condições de fermentação com B. subtilis em meio de cultivo contendo
glicerina residual da produção de biodiesel.
De acordo com os resultados apresentados neste capítulo, observa-se que a região
contendo valores reduzidos de γCMC variaram entre 3137oC para a temperatura e 3
7% (v/v) de glicerina residual. No entanto, foram escolhidas a condição de 32oC e 5%
de glicerina como sendo as mais próximas possíveis da região ótima de trabalho. Essa
escolha foi realizada na tentativa de trabalhar, preferencialmente, em concentrações de
glicerina residual o mais alta possível e temperaturas mais baixas, respeitando os limi-
tes da região ótima de trabalho mostrada na Figura 4.4. Temperaturas mais reduzidas
são requeridas para tornar o processo menos dispendioso em termos energéticos. Pode-se
4.3. Resultados e Discussão 68
notar que, os valores de CMC e γCMC obtidos para a condição adotada como ótima é
similar aquela apresentada no Capítulo 3, para o isolado B. subtilis cultivado em glicerina
bruta. Isso pode indicar que, provavelmente, já estáva-se empregando a faixa ótima de
valores para temperatura e concentração de glicerina. Contudo, o planejamento experi-
mental apresentou-se uma ferramenta imprescindível, a qual permitiu conhecer o efeito da
temperatura e concentração de glicerina na produção de biossurfactantes. Logo, trabalhos
futuros poderão ser realizados de forma a estudar o efeito de outras variáveis na produção
de biossurfactantes por B. subtilis LSFM05.
4.3.2.3 Confirmação experimental da condição estabelecida como ótima
Para se verificar a dinâmica de produção de biossurfactantes, ensaios na condição
estabelecida como ótima pelo planejamento experimental foram realizados visando avaliar
a CMC e a γCMC após incubação a temperatura de 32oC, concentração de glicerina de
5% v/v durante 7 dias a 150 rev.min-1.
A curva representada pela Figura 4.5 apresenta o resultado proveniente da média de 4
replicatas independentes. A CMC e a γCMC (37,5 mN.m-1) apresentaram o mesmo com-
portamento observado no planejamento experimental anterior, indicando que os resultados
obtidos foram experimentalmente validados. No capítulo 5 será avaliada a produção dos
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Figura 4.5: Dinâmica da produção de biossurfactante utilizando as condições ótimas
estabelecidas pelo planejamento experimental.
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biossurfactantes e a cinética de crescimento do microrganismo B. subtilis LSFM  05 em
fermentadores de bancada de um e dez litros.
4.4 Conclusões
• O isolado selecionado no Capítulo 3 como produtor de biossurfactante foi caracte-
rizado como Bacillus subtilis através da técnica de amplificação do gene ribossomal
RNA16S e análise do perfil de ácidos graxos da membrana celular;
• Este trabalho demonstrou a eficácia e viabilidade do uso do planejamento experi-
mental para identificar a melhor condição para a produção de biossurfactantes por
B. subtilis LSFM-05;
• A metodologia de superfície de resposta mostrou que as variáveis Temperatura e
Concentração de Glicerina não tiveram efeito sobre a resposta CMC a um nível de
confiança de 90%, porém, apresentaram efeito sobre os valores de γCMC nos níveis
estudados;
• As condiçoes estabelecidas como ótimas foram temperatura de 32oC e concentração
de glicerina de 5% (v/v);
• Conhecendo as condições ótimas de produção de biossurfactante, através da abor-
dagem de superfície de resposta, os custos de produção de biossurfactantes por B.
subtilis LSFM05 podem ser reduzidos, aumentando a viabilidade de aplicação co-
mercial.
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5
Estudo do Efeito da Rotação na Produção de
Biossurfactantes em Fermentadores de
Bancada
5.1 Introdução
O microrganismo Bacillus subtilis é conhecido por produzir lipopeptídios. Dentre os
lipopeptídios, a surfactina é o biossurfactante mais estudado devido à suas excelentes
propriedades biológicas e de superfície (Peypoux et al., 1999). Contudo, o principal fator
que limita a comercialização dos biossurfactantes está associado com os altos custos de
produção. Segundo Cameotra e Makkar (1998), o sucesso da produção de biossurfactantes
depende do desenvolvimento de processos baratos, sendo que o uso de matérias primas
de baixo custo pode contribuir para redução de 10-30% dos custos totais. No entanto,
Kosaric et al. (1983) sugerem quatro fatores para se reduzir os custos de produção de bios-
surfactantes: (1) os microrganismos devem ser selecionados, adaptados e engenheirados;
(2) o processo deve ser otimizado para operar em custos reduzidos; (3) deve-se utilizar
substratos orgânicos de baixo custo; (4) a geração de subprodutos e resíduos deve ser
mínima.
A consciência ambiental sobre a poluição local e mundial tem estimulado a produção
de biocombustíveis em todo o mundo. O Brasil, que é um país agroindustrial, apresenta
várias vantagens para a produção e comercialização de biocombustíveis, devido a abun-
dância de matérias-primas e ao contínuo crescimento das indústrias de óleos vegetais e
álcool. Segundo a ANP (Agência Nacional do Petróleo), o Brasil produziu 1,2 bilhões
de litros/ano em 2008, gerando nesse processo 120.000 toneladas de glicerina. Os baixos
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preços de glicerol no mercado são atribuídos, não somente aos altos volumes disponíveis,
mas também as impurezas contidas nesse resíduo, como por exemplo, água, sais, ésteres,
alcóois e resíduos oleosos. O processo para purificação incluem a filtração, destilação a
vácuo e purificação em colunas de troca iônica para remoção de íons de Na+ e K+ (Pa-
chauri e He, 2006). Logo, a aplicação de glicerol nas indústrias farmacêutica, de alimentos
e química exige tratamentos exaustivos de purificação e, por isso, grande quantidade de
efluentes podem ser descartados no ambiente sem nenhum tratamento prévio (Rivaldi
et al., 2009). Vários bioprodutos como 1,3-propanodiol, ácido cítrico, etanol, proteínas
e biossurfactantes têm sido produzidos a partir desse substrato orgânico (da Silva et al.,
2009). Arino et al. (1996) e Rahman et al. (2001) demonstraram a produção de biossur-
factantes por espécies de Pseudomonas em meio contendo glicerol como único substrato
orgânico. Já, Morita et al. (2007) e Rooney et al. (2009) relataram a bioconversão de
glicerol residual a glicolipídios, mostrando a potencialidade do uso desse substrato na
produção de biossurfactantes.
Contudo, o desenvolvimento do processo em sua totalidade é muito importante para
a estratégia de redução de custos da produção de biossurfactante. Muitos surfactantes
têm sido recuperados com uso de solventes orgânicos, porém, métodos mais simples como
precipitação ácida e fracionamento da espuma têm sido utilizados para a recuperação
desses compostos. A recuperação ou fracionamento da espuma é um método atrativo
para a recuperação de moléculas de superfície ativa e seu uso tem sido descrito por Davis
et al. (2001) e Chen et al. (2006), que demonstraram a produção de surfactina e o uso do
fracionamento da espuma para a recuperação do surfactante. No trabalho de Chen et al.
(2006), o microrganismo B. subtilis BBK006 cresceu em reatores com cultura em batelada,
onde a remoção da espuma in-situ foi realizada através de uma coluna de fracionamento
acoplada ao biorreator. O método de exaustão da espuma, além de proporcionar remoção
dos biossurfactantes in situ, evitam a inibição da produção por acúmulo do produto final
durante a fermentação.
Neste Capítulo, será avaliada a produção de biossurfactantes em fermentador com
volume útil de um litro, avaliando-se o efeito das rotações de 150, 250 e 350 rev.min-1
na produção de biossurfactantes por B. subtilis LSFM  05, em meio contendo glicerina
residual bruta como única fonte de carbono. A melhor condição de rotação foi repro-
duzida em fermentador com 10 litros de volume útil. A recuperação do biossurfactante
será realizada pelo fracionamento da espuma através do sistema de exaustão e posterior
precipitação ácida.
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5.2 Material e Métodos
5.2.1 Análise elementar (CHN) e Determinação dos teores de fós-
foro, ferro e manganês em Glicerina Residual
As análises foram realizadas pela Central Analítica do Instituto de Química da Uni-
camp/SP. Para a análise de fósforo, ferro e manganês pesou-se 0,3 g de glicerina, com
precisão de 0,1 g em béquer. Adicionou-se 5 ml de HNO3 concentrado e levou-se a secura
em chapa de aquecimento. O resíduo foi ressuspendido em 3 mL de HNO3 e 50 mL de
água. O volume final foi reduzido para 20 mL e repetiu-se a adição de ácido por 3 vezes.
Transferiu-se, então, as amostras para balões volumétricos de 50 mL e completou-se o
volume com água deionizada. A leitura foi efetuada contra curva dos padrões, utilizando
um espectrômetro de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado (ICP  OES).
A análise elementar foi realizada, segundo o manual de operação do equipamento Perkin
Elmer  Series II 2400.
5.2.2 Fermentação em Fermentadores de Bancada de 1 Litro
As fermentações em batelada simples foram realizadas em fermentador de bancada
(Bioflo 3000- New Brunswick Scientific-Edison, N.J, USA) de 1,5 litros, com volume útil
de 1,0 litro. As fermentações foram conduzidas em três diferentes rotações (150, 250
e 350 rev.min-1), visando estabelecer a melhor rotação de trabalho para a produção de
biossurfactantes por Bacilllus subtilis em meio de cultura contendo glicerina residual
bruta como única fonte de carbono. As fermentações foram iniciadas com 850 ml de
meio basal (Item 3.2.1.2) adicionado de glicerina residual na concentração de 5% (v/v).
Soluções-estoque de vitaminas e elementos-traço também foram adicionados ao meio de
cultivo na concentração de 0,1% (v/v) (Tabela 3.1). Um volume de 100 ml de inóculo
foi adicionado à cuba de fermentação, visando obter uma D.O.600 nm inicial de 0,1. O
inóculo foi preparado como descrito, anteriormente, no item 3.2.1.3. O número de células
viavéis no inóculo foi avaliado pelo método de diluição seriada, onde alíquotas de 100 µL
de cada uma das diluições foram plaqueadas por spread plate em placas contendo ágar
nutriente (NA). Essas placas foram incubadas a 30oC por 24 horas. As colônias foram
contadas para se obter as unidades formadoras de colônia (UFC/mL) presentes no inóculo.
Cada fermentação foi iniciada, em média, com um inóculo contendo 9,0x105 UFC/mL. As
fermentações foram conduzidas a temperatura de 32oC, aeração de 0,5 vvm ar/litro e pH
inicial entre 6,87,2, sendo que não houve controle do pH durante o processo fermentativo.
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A fermentação de rotação igual a 150 rev.min-1 teve um tempo de duração de 168 horas,
enquanto as fermentações de 250 e 350 rev.min-1 tiveram duração de 72 horas. Alíquotas
de 510 ml foram retiradas da cuba fermentativa em intervalos de tempo de 12 horas para
determinações do crescimento microbiano por a D.O.600 nm e massa seca. As alíquotas
coletadas também foram avaliados quanto à capacidade de reduzir a tensão superficial,
CMC, DMC-1 (Diluição Micelar Crítica), DMC-2 e degradação de glicerol. O pH do meio
cultivo também foi monitorado durante o processo fermentativo. A tensão superficial e
CMC foram analisadas conforme descrito nos itens 3.2.1.4 e 3.2.2.5, respectivamente.
5.2.3 Determinação da Biomassa
A determinação da massa seca foi realizada, espectrofotometricamente, através da lei-
tura da absorvância a 600 nm, utilizando água destilada para calibração do equipamento.
O protocolo adotado foi descrito por Barbosa (2007). Amostras do meio fermentado foram
centrifugadas a 18.000xg por 15 minutos, sendo os pelletes contendo a biomassa lavado
três vezes em solução salina a 0,85 % (v/v) e secos em estufa Pasteur a 50oC por 24 horas.
Paralelamente, fez-se diluições sucessivas do meio fermentado e mediu-se suas respectivas
densidades ópticas. Construiu-se uma curva padrão de densidade óptica versus massa
seca. A partir dessa curva padrão foi possível determinar, indiretamente, a massa seca a
partir da densidade óptica.
5.2.4 Degradação do Glicerol
A degradação do glicerol foi avaliada por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência
(CLAE), segundo López e Gómez (1996). As análises foram conduzidas em cromató-
grafo Shimadzu  Modelo CR21 acoplado a um detector de índice de refração RID-10A
(Shimadzu), utilizando coluna SUPLELCOGELC610H para ácidos orgânicos e açúca-
res condicionada a 75oC, tendo como fase móvel isocrática uma solução aquosa de ácido
sulfúrico (H2SO4) na concentração de 0,65 mM. A concentração de glicerol foi calculada
através da curva padrão de glicerol padrão/Sigma.
5.2.5 Determinação da Diluição Micelar Crítica (DMC-1 e DMC-2)
As Diluições Micelares Críticas (DMC-1 e DMC-2) foram determinadas usando o mé-
todo do Anel de Du Nouy e quantificadas em tensiomêtro (K10ST-Krüss). Todas as
medições foram realizadas em meio de cultura livre de células obtidos por centrifugação
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das amostras a 18.000xg por 10 minutos. As DMC-1 e DMC-2 foram mensuradas pela
diluição de alíquotas de 1,0 e 0,1 ml do meio de cultura em um volume final de 10,0 ml
de água deslilada, respectivamente. A tensão superficial, nas respectivas diluições acima,
foram determinadas conforme descrito no item 3.2.1.4 do capítulo 3.
5.2.6 Recuperação do Biossurfactante Bruto a partir da Espuma
e do Caldo Fermentado Produzidos em Fermentador de
Bancada
A recuperação da surfactina foi realizada através da coleta da espuma formada du-
rante a fermentação. A coleta da espuma foi realizada em intervalos de 24 horas para a
fermentação de 150 rev.min-1 e em intervalos de 12 horas para as fermentações conduzidas
à 250 e 350 rev.min-1. A remoção da espuma foi realizada através do sistema de exaus-
tão do fermentador. A espuma foi liquefeita naturalmente em temperatura ambiente e
centrifugada a 18000xg por 15 minutos, para remoção de células. O sobrenadante foi sub-
metido à precipitação ácida por adição de ácido clorídrico concentrado até pH=2,0 sendo,
então, mantido em repouso por 24 horas em refrigeração a 4oC para total decantação do
extrato bruto contendo o biossurfactante. O precipitado foi separado do sobrenadante por
centrifugação nas mesmas condições citadas acima, lavado duas vezes com água acidifi-
cada pH=2,0, ressuspendido em água destilada, congelado e liofilizado (Liofilizador Dura
Dry-FTS-Systems). O rendimento foi expresso em g.L-1 através da medição da massa do
extrato bruto utilizando uma balança digital (Shimadzu - Modelo AY220). Ao final da
fermentação, o meio de cultivo restante na cuba do fermentador também foi submetido
ao tratamento ácido para recuperação do biossurfactante bruto, o qual pode ainda ter
permanecido dentro da cuba fermentativa.
5.2.7 Produção de Biossurfactantes em Fermentador de Bancada
de 10 Litros
A fermentação foi conduzida em fermentador de bancada (Bioflo3000-New Brunswick
Scientific-Edison-N.J,USA) de 15 litros com volume útil de trabalho de 10 litros. A
fermentação foi iniciada com 9,3 litros de meio basal (item 3.2.1.2) adicionado de glicerina
residual na concentração de 5% (v/v). Soluções-estoque de vitaminas e elementos-traço
também foram adicionados ao meio de cultivo na concentração de 0,1% (v/v) (Tabela
3.1). A fermentação foi conduzida a temperatura de 32oC, sob agitação de 250 rev.min-1,
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aeração de 0,5 vvm ar/litro de meio, pH de 6,8-7,2, sendo o tempo de duração do processo
fermentativo de 72 horas. Um volume de inóculo de 180 ml foi adicionado à cuba de
fermentação visando alcançar uma D.O.600nm inicial de 0,1. O inóculo foi preparado
como descrito no item 3.2.2.3. No decorrer do processo fermentativo, amostras de 10 ml
foram coletadas a partir da cuba fermentativa em intervalos regulares de 12 horas. Essas
amostras foram submetidas à análises de crescimento microbiano por DO a 600 nm e
massa seca, bem como redução da tensão superficial, DMC-1, DMC-2, CMC e degradação
do glicerol. O pH do meio de cultivo também foi monitorado a cada 12 horas. A extração
dos biossurfactantes a partir da espuma coletada, bem como a partir do caldo restante na
cuba ao final da fermentação foi realizada como descrito no item 5.2.6.
5.3 Resultados e Discussão
5.3.1 Análise Elementar
A presença dos elementos essenciais fósforo, ferro, nitrogênio e carbono estão apre-
sentados na Tabela 5.1. O carbono representa 31,3% da constituição da amostra e o
nitrogênio se encontra em concentrações muito reduzidas (abaixo do limite de detecção
do equipamento) comprovando a ausência de aminoácidos e proteínas nesse resíduo. A
presença de fósforo e ferro com certeza contribuirá para o crescimento microbiano, atuando
na formação de bases purinas e pirimidinas e na constituição de cofatores enzimáticos,
respectivamente.
Tabela 5.1: Análise elementar da glicerina residual.
Elemento Unidade Valores
Fósforo mg/Kg 156, 7± 1, 1
Ferro mg/Kg 274, 4± 5, 4
Manganês mg/Kg 4, 2± 0, 3
Carbono % m/m 31, 3± 0, 8
Hidrogênio % m/m 8, 9± 0, 5
Nitrogênio % m/m < LD∗(0, 5)
∗ LD  Limite de Detecção
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5.3.2 Fermentações a 150 rev.min-1
As fermentações conduzidas em fermentadores de bancada de um litro foram anali-
sadas em três rotações diferentes. Nessa etapa, a condição estabelecida como ótima no
planejamento experimental (Capítulo 4) foi reproduzida de forma a explorar e conhecer
como seria o comportamento do microrganismo em uma escala vinte vezes maior. A Fi-
gura 5.1 mostra o crescimento microbiano, evolução de pH, atividade superficial, consumo
de glicerol e rendimento de produção de biossurfactantes durante 168 horas de cultivo.
A formação da espuma ocorre a medida que o biossurfactantes é produzido, levando ao
fracionamento da mesma através do sistema de exaustão do fermentador.
O pico de maior rendimento de biossurfactantes e coleta de espuma deu-se em 48 horas
após o início da fermentação. O crescimento microbiano também atingiu seu valor máximo
em 48 horas e, após 72 horas, o crescimento celular manteve-se constante caracterizando
fase estacionária até 168 horas (Figura 5.1a). A produção de biossurfactantes deu-se,
preferencialmente, durante a fase exponencial de crescimento e depois decresceu a partir
do momento em que as taxas de crescimento foram se estabilizando. Esse comportamento
é contrastante com a maioria dos metabólitos secundários produzidos por Bacillus, cuja
síntese ocorre, predominantemente, na fase estacionária mediante esgotamento de um ou
mais nutrientes (Vater, 1986).
Os valores de atividade de superfície no intervalo de 48  96 horas são referentes a
espuma coletada (Figura 5.1b). A formação da espuma ocorreu à medida em que o sur-
factante foi sendo produzido e sua exaustão se iniciou a partir de 36 horas de fermentação.
O material foi coletado em frascos Erlenmeyers e liquefeito em temperatura ambiente.
A tensão superficial no meio de cultivo estéril, no início da fermentação, apresentou
valores de 48,0 mN.m-1. Durante o processo fermentativo, a tensão superficial na espuma
recolhida atingiu valores mínimos de 28,9 mN.m-1, sendo que os valores de tensão superfi-
cial do meio de cultivo, no interior da cuba, apresentaram valores superiores a 50 mN.m-1
(Figura 5.1b). Isso comprova que houve uma remoção efetiva do tensoativo através do
sistema de exaustão e que os biossurfactantes estavam concentrados em sua maioria na
espuma. O rendimento de surfactante na espuma alcançou valor máximo de 4 g.L-1 em 48
horas, no entanto, o maior volume de espuma coletada se deu no ponto de 60 horas, com
rendimento de 1,8 g.L-1 (Figura 5.1c). Logo, apenas uma porção de surfactante perma-
neceu dentro da cuba fermentativa após o fim do processo de formação da espuma. Essa
técnica de remoção contínua de espuma, além de concentrar o biossurfactante, facilita sua
extração e purificação, levando a processos economicamente mais viáveis devido a redução
do uso de solventes orgânicos. A espuma foi submetida à precipitação ácida para extração
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Figura 5.1: Cinética de crescimento e propriedades físico-químicas do caldo fermentativo
de B. subtilis LSFM-05 cultivado em glicerina residual a 150 rev.min-1: (a) D.O.600 nm,
Biomassa (g.L-1), Concentração de Glicerol (g.L-1) e pH; (b) DMC-1, DMC-2, CMC e
γCMC; (c) Volume de Espuma Coletada e Rendimento de Biossurfactantes (g.L-1).
do surfactante. O meio de cultivo que permaneceu na cuba fermentativa meio de cultivo
também foi submetido ao mesmo tratamento ácido para recuperação do surfactante re-
manescente do meio fermentado. O rendimento total (extrato bruto na espuma coletada
+ extrato bruto recuperado do meio de cultivo restante na cuba) foi de 0,445 gramas por
litro de meio fermentado (0,445 g.L-1).
A determinação de glicerol no meio de cultivo foi realizada para demonstrar sua de-
gradação ao longo do processo fermentativo (Figura 5.1c). A degradação deste substrato
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orgânico foi mais acentudada no intervalo de 24  72 horas que coincide com o intervalos
de formação de espuma e fase exponencial de crescimento microbiano. Após 72 horas, o
consumo de glicerol deu-se em menores taxas, alcançando 68,4% de degradação ao final do
processo fermentativo, concordando com a produção associada ao crescimento e consumo
da fonte de carbono (Figura 5.1).
De uma maneira geral, o pH do meio de cultivo aumentou, consideravelmente, até 72
horas, apresentando valores constantes a partir desse ponto (Figura 5.1a). O aumento
nos valores de pH coincide com os períodos de exaustão de espuma e produção de biossur-
factantes. O aumento do pH pode estar associado à produção de lipopeptídios aniônicos,
como por exemplo, a surfactina, que no pH do meio de cultivo se encontra na forma dis-
sociada e pode capturar os prótons do meio levando a um aumento progressivo do pH no
intervalo em que os surfactantes estão sendo produzidos.
A CMC na espuma alcançou valores de aproximadamente 1,0% (v/v), coerentes com os
valores obtidos em menor escala (Erlenmeyers) descritos no Capítulo 4. Pode-se visualizar,
na Figura 5.1b, que a γCMC foi significantemente menor nos pontos que corresponderam
à espuma coletada (48, 72 e 96 horas). A γCMC para o ponto 48 horas (espuma coletada)
foi de 30,8 mN.m-1, enquanto que para o ponto de 120 horas (caldo fermentativo/interior
da cuba) a tensão superficial foi superior a 60 mN.m-1. Os valores de DMC-1 e DMC-2
foram reduzidos nos intervalos correspondentes a espuma coletada e elevados nos demais
pontos correspondentes ao meio fermentado (Figura 5.1b).
Nessa fermentação, foi possível analisar o comportamento do microrganismo B. subtilis
LSFM  05 em fermentadores de bancada. Os dados de pH, crescimento e coleta de
espuma forneceram indícios de que o processo fermentativo já havia se encerrado a partir
de 72 horas. A estabilização do pH e crescimento microbiano, bem como o término da
formação de espuma indicam que o processo fermentativo poderia ser conduzido até 72
horas. Por isso, as duas próximas fermentações de 250 e 350 rev.min-1, relatadas abaixo,
foram conduzidas em um intervalo de tempo igual a 72 horas.
5.3.3 Fermentação a 250 rev.min-1
Através da análise da Figura 5.2 percebe-se o mesmo perfil de resultados apresentados
para a fermentação a 150 rev.min-1. Os resultados de D.O.600 nm e biomassa demons-
traram que o crescimento microbiano na fermentação a 250 rev.min-1 foi maior, quando
comparado a fermentação a 150 rev.min-1 (Figura 5.2a).
As maiores taxas de crescimento podem ser visualizadas no intervalo de 24 a 60 horas
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Figura 5.2: Cinética de crescimento e propriedades físico-químicas do caldo fermentativo
de B. subtilis LSFM-05 cultivado em glicerina residual a 250 rev.min-1.
(Figura 5.2a). A fase exponencial de crescimento coincidiu com o intervalo de maior
consumo de glicerol (24  60 h), atingindo 55% de degradação ao final da fermentação.
O pH do meio de cultivo também apresentou valores crescentes entre 24 e 48 horas,
coincidindo com os intervalos de maiores taxas de crescimento e degradação de glicerol.
Após 48 horas, o pH decresce ligeiramente até o término do processo fermentativo (Figura
5.2a).
Observou-se que a espuma foi formada e coletada no intervalo de 48  72 horas (Figura
5.2c). O intervalo de maior coleta de espuma foi de 48  60 horas, coincidindo também com
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o intervalo de maior crescimento microbiano e com a degradação de glicerol. Notou-se,
também, que o volume de espuma coletado nessa fermentação foi maior em comparação
ao volume coletado na fermentação conduzida a 150 rev.min-1. Mesmo que a concentra-
ção relativa de biossurfactantes na espuma coletada (g.L-1) tenha sido inferior em 250
rev.min-1, uma maior quantidade de espuma coletada contribuiu para um rendimento de
extrato bruto quase duas vezes maior (0,81 g.L-1) do que na fermentação de 150 rev.min-1.
Logo, de acordo com os dados apresentados, o aumento da rotação favoreceu uma maior
produção de biossurfactantes e, consecutivamente, uma maior exaustão da espuma.
As DMC-1 e DMC-2, as quais assumiram valores elevados no meio fermentado, mostraram-
se reduzidos no intervalo de 48  72 horas, referente a espuma coletada. Apesar da CMC
ter apresentado resultados ligeiramente crescentes, é possível observar que a γCMC foi
significativamente menor no intervalo de 48  72 horas, comprovando a presença dos
biossurfactantes na espuma (Figura 5.2b).
5.3.4 Fermentação a 350 rev.min-1
Na fermentação a 350 rev.min-1, a coleta da espuma foi iniciada em 36 horas, anteri-
ormente às fermentações de 150 e 250 rev.min-1 (Figura 5.3c). Seria indutivo pensar que
rotações maiores estimulariam a produção de biossurfactantes e de espumas, no entanto,
essa rotação foi responsável pela formação de uma densa camada de espuma dentro do
fermentador (Figura 5.4d). Essa espessa camada dificultou a continuidade do processo de
exaustão da espuma, formada em decorrência da produção de biossurfactantes, durante o
processo fermentativo. Na Figura 5.4, pode-se observar a diferença do perfil de formação
de espuma entre as fermentações de 150, 250 e 350 rev.min-1. A espuma da fermentação
conduzida a 350 rev.min-1 é mais densa e espessa em comparação com as demais.
Em consequência, menor quantidade de espuma foi coletada (Figura 5.3c), em com-
paração à fermentação a 250 rev.min-1, levando a um menor rendimento final de extrato
bruto que foi equivalente a 0,56 g.L-1. O comportamento dos demais parâmetros (DMC-1,
DMC-2, CMC e γCMC) foram semelhantes aos apresentados para a fermentação condu-
zida a 250 rev.min-1 (Figura 5.3b). A percentagem de degradação do glicerol (53,25%) foi
próxima a degradação apresentada pela fermentação a 250 rev.min-1 (55%). .
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Figura 5.3: Cinética de crescimento e propriedades físico-químicas do caldo fermentativo
de B. subtilis LSFM-05 cultivado em glicerina residual a 350 rev.min-1.
O pH mostrou seu valor máximo em 48 horas, onde o volume da espuma coletada
também foi máximo. Após o tempo de 48 horas, o pH decresceu e a produção de espuma
diminuiu drasticamente (Figura 5.3a).
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(a) (b)
(c) (d)
Figura 5.4: Fermentações realizadas em diferentes rotações utilizando fermentador com
cubas de um litro: (a) início da fermentação (b) fermentação realizada a 150 rev.min-1,
(c) 250 rev.min-1, (d) 350 rev.min-1.
5.3.5 Produção de Biossurfactantes em Fermentador de Bancada
de 10 Litros
O microrganismo foi capaz de crescer em meio contendo glicerina residual como única
fonte de carbono. A cinética microbiana é demonstrada na Figura 5.5, através do D.O.600
nm e biomassa-seca (g.L-1), evolução do pH, atividade de superfície, degradação do gli-
cerol, volume de espuma coletada e rendimento de biossurfactante bruto produzido por
litro de espuma coletada. Na Figura 5.6 é apresentada uma foto da fermentação de 10
litros, tendo a espuma coletada durante o processo fermentativo.
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Este processo foi conduzido em fermentador de bancada de 10 litros e as análises
de crescimento microbiano, degradação de glicerol e pH foram realizadas em amostras
coletadas a partir do caldo fermentativo a cada 12 horas de fermentação (Figura 5.5a). A
espuma produzida foi coletada no intervalo de 36 a 72 horas (Figura 5.5c) e a atividade
de superfície (CMC, γCMC, DMC-1 e DMC-2) foram analisadas para avaliar a presença
dos surfactantes na espuma coletada (Figura 5.5b). Nessa fermentação, o microrganismo
apresentou fase de adaptação (lag) de 24 horas. A fase exponencial chegou à sua inclinação
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Figura 5.5: Cinética de crescimento e propriedades físico-químicas do caldo fermentativo
de B. subtilis LSFM-05 cultivado em glicerina residual em fermentadores de 10 litros a
250 rev.min-1.
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Figura 5.6: Fermentação de 10 litros realizada em fermentador contendo 10 litros de meio
de cultivo adicionado de glicerina residual como única fonte de carbono.
máxima em 36 horas, porém, o microrganismo continuou a crescer em taxas mais baixas
até 72 horas.
A produção relativa de biossurfactante por volume de espuma coletada foi maior no
intervalo de 36  60 horas, atingindo seu valor máximo (1,5 g.L-1) em 48 horas, mantendo
esse mesmo valor em 60 horas e decrescendo a partir desse intervalo (Figura 5.5c). Coin-
cidentemente, é possível observar que a degradação do glicerol também deu-se em maior
parte no intervalo de 36  60 horas, mostrando que a produção de biossurfactantes por
B. subtilis LSFM  05 está associada ao consumo do substrato orgânico. A redução no
volume de espuma coletada, após 60 horas, foi acompanhada pela redução nas taxas de
crescimento e degradação do glicerol.
Durante a fermentação, as amostras coletadas a partir do caldo fermentativo não
apresentaram atividade de superfície, mostrando valores de tensão superficial acima de
50 mN.m-1 (dados não mostrados), confirmando que quase todo o surfactante produzido
foi removido pelo sistema de exaustão. Ao final do processo fermentativo, aproximada-
mente 5,5 litros de meio de cultura permaneceram no interior da cuba. A recuperação do
biossurfactante nesse caldo foi realizada por precipitação ácida, com rendimento de 0,5
g.L-1. Isso indica que, mesmo depois da redução no processo de formação de espuma, uma
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pequena fração de biossurfactantes ainda foi produzida e permaneceu dissolvida no meio
de cultivo. O rendimento bruto total de biossurfactante (espuma + caldo fermentativo)
foi de 0,69 g.L-1. Observou-se que o rendimento final foi menor do que o rendimento final
alcançado na fermentação de um litro realizada a 250 rev.min-1. Ou seja, a ampliação
da escala em 10 vezes causou uma redução no rendimento final do extrato bruto, o que
indica a necessidade de otimização e calibração dos parâmetros para trabalhos em maior
escala.
O pH do meio de cultura mostrou um aumento no intervalo de 24 a 48 horas, no
entanto, este parâmetro se estabilizou a partir das 48 horas (Figura 5.5a). A análise da
atividade de superfície no intervalo de 36 a 72 horas foi realizada a partir da espuma cole-
tada. O caldo fermentativo apresentou tensão superficial de 47,6 mN.m-1 no tempo inicial,
e na espuma, esse valor foi reduzido a 29,9 mN.m-1 em 36 horas, mantendo-se estável e
sem alterações expressivas até 72 horas. As DMC-1 e DMC-2 mostraram redução drástica
no ponto de 36 horas. Os valores de DMC-1 foram mantidos em, aproximadamente, 30
mN.m-1 nas amostras referentes a espuma, confirmando a presença dos biossurfactantes
nas amostras de espuma coletada (Figura 5.5b). Apesar dos valores da CMC nas amos-
tras de espuma apresentarem valores ligeiramente superiores, é possível observar que os
valores de γCMC foram significativamente inferiores aos valores de γCMC para os pontos
que antecedem a formação da espuma.
O processo de fermentação é a chave para melhorar a economia dos processos de pro-
dução dos biossurfactantes. Neste trabalho, a produção de biossurfactante por B. subtilis
LSFM-05 foi realizada utilizando glicerina residual como única fonte de carbono, o que
pode contribuir para a redução dos custos de produção dos biossurfactantes pelo micror-
ganismo B. subtilis. O biossurfactante produzido foi capaz de promover a redução da
tensão superficial para, aproximadamente, 29,0 mN.m-1 e degradar 52% do glicerol con-
tido no meio de cultivo. Morita et al. (2007) investigaram a utilização de glicerol residual
para produção de glicolipídios MEL's (Mannosylerythritol Lipids) por Pseudozyma an-
tarctica JCM-10317, e o rendimento máximo foi de aproximadamente 4 g.L-1 de MEL's
em 7 dias de cultivo. Rooney et al. (2009) também relataram a habilidade de novas linha-
gens em produzir raminolipídios em meio contendo glicerol como única fonte de carbono.
As bactérias Enterobacter hormaechei e Acinetobacter calcoaceticus (NRRL B-59190) fo-
ram capazes de produzir biossurfactante e reduzir a tensão superficial para 29,7 e 28,1
mN.m-1, respectivamente. Existem outros relatos sobre a produção de biossurfactantes
a partir de diferentes substratos solúveis em água, como o melaço (Makkar e Cameotra,
1997), manipueira (Nitschke e Pastore, 2005) e soro de leite (Joshi et al., 2008).
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Uma das técnicas utilizadas para melhorar a produção de biossurfactantes inclui o uso
de fermentador air lift e remoção da espuma durante a fermentação (Cooper et al., 1981).
Neste presente estudo, a recuperação da surfactina foi realizada através da remoção da
espuma pelo sistema de exaustão e o rendimento do extrato bruto na espuma atingiu um
valor médio de 1,0 g por litro de espuma coletada. Estes resultados foram semelhantes
aos apresentados por Cooper et al. (1981). Em seu estudo, os autores demonstraram um
rendimento de 0,8 g.L-1 de surfactante coletados a partir da espuma. Os autores também
acrescentaram que o rendimento de produção dos biossurfactantes foi menor quando a
fermentação foi realizada sem a remoção da espuma. Davis et al. (2001) relataram a
utilidade da remoção da espuma como um método para a recuperação de surfactantes.
Seu processo de fermentação foi conduzido em biorreator contendo meio de sais minerais
adicionado de glicose 40 g.L-1 a 146 rev.min-1 e o rendimento de biossurfactantes foi de 1,67
g.L-1. Da mesma forma, Makkar e Cameotra (1999) alcançaram um rendimento de 4,5
g.L-1 de surfactina através do fracionamento de espuma. O processo fermentativo utilizava
meio mineral suplementado com 0,1% (p/v) de peptona e sacarose 2% (p/v) como fontes
de carbono. É possível observar que o rendimento de produção surfactina citado por Davis
et al. (2001) e Makkar e Cameotra (1999) são mais elevados do que os apresentados no
presente trabalho, provavelmente devido a utilização de açúcares altamente fermentáveis
em seu processo biotecnológico.
Os biossurfactantes podem ser liberados no meio de cultura durante a fase estacioná-
ria ou exponencial de crescimento. Neste trabalho, as curvas de crescimento microbiano
(biomassa-seca e D.O.600 nm) e volume de espuma coletada mostram que a produção
de biossurfactantes deu-se, em sua maioria, durante a fase de crescimento exponencial.
Este comportamento também foi descrito por Kim et al. (1997), que mostraram uma
relação paralela entre o crescimento celular e produção de biossurfactante por B. subtilis
C9 em meio sintético contendo glicose como fonte de carbono. Os autores constataram
que a produção de biossurfactantes atingiu seu valor máximo durante as maiores taxas de
crescimento microbiano e começou a diminuir quando as taxas de crescimento foram re-
duzidas. A produção de biossurfactante associada com o crescimento também foi relatada
por Cooper et al. (1981), para B. subtilis cultivado em meio onde houve o fracionamento
contínuo da espuma, e também por Lin et al. (1994) que relataram a produção de biossur-
factantes por B. licheniformis, preferencialmente na fase ativa de crescimento. O declínio
do volume de espuma coletada observado entre 60  72 horas pode ser justificado pela
redução do volume do meio de cultura dentro da cuba do fermentador causada pela libe-
ração intensa de espuma que ocorreu, principalmente, no intervalo entre 24 a 48 horas. A
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altura da coluna de meio de cultura na fase inicial parece facilitar a exaustão de espuma
durante o processo de fermentação; e a sucessiva formação e liberação de espuma parece
estimular a produção de mais biossurfactantes por B. subtilis LSFM-05. No entanto, é
possível que processos em fluxo contínuo ou em batelada alimentada possam melhorar
o rendimento da produção de surfactina por B. subtilis LSFM-05 usando glicerina resi-
dual. No capítulo 6 será dicutido o processo de purificação e caracterização química dos
biossurfactantes produzidos nesta etapa.
5.4 Conclusões
• A análise elementar da glicerina comprovou ausência de compostos nitrogenados
que pudessem ser também utilizados como fonte de carbono;
• Dentre as rotações estudas em fermentações de um litro, os processos conduzidos a
250 rev.min-1 foram mais efetivos na formação de espuma, crescimento microbiano e
rendimento final de extrato bruto dos biossurfactantes. Essa rotação foi a escolhida
para a realização da fermentação de 10 litros;
• A fermentação de 10 litros apresentou uma cinética de crescimento e produção de
espuma semelhante a fermentação de um litro a 250 rev.min-1, no entanto, o rendi-
mento final (0,69 g.L-1) foi um pouco inferior com relação à fermentação de um litro
na mesma rotação (0,80 g.L-1);
• O processo de coleta de espuma, através do sistema de exautão, mostrou ser um
método efetivo e barato para a recuperação de lipopeptídios produzidos por Bacillus
subtilis em fermentadores de bancada.
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6
Purificação e Caracterização Química da
Surfactina
6.1 Introdução
Dentre as muitas classes de biossurfactantes, os lipopeptídios têm recebido muita aten-
ção devido suas altas atividades de superfície e potencial terapêutico (Peypoux et al.,
1999). Em particular, a surfactina produzida por Bacillus subtilis são lipopeptídios cícli-
cos que contêm uma cadeia de ácidos graxos ligado covalentemente a uma sequência de
sete aminoácidos dispostos em uma estrutura fechada (Horowitz et al., 1990). A estrutura
primária da surfactina foi determinada, pela primeira vez por Kakinuma et al. (1969). A
surfactina foi caracterizada como sendo um heptapeptídio composto de ácido glutâmico
(Glu), valina (Val), ácido aspártico (Asp) e leucina (Leu). A surfactina se apresenta como
uma mistura de isoformas que podem se diferenciar pelo comprimento e ramificação da
cadeia de ácidos graxos ou substituições nos resíduos de aminoácidos da cadeia peptídica
(Kowall et al., 1998). Essas variações, mais do que determinadas geneticamente, depen-
dem das linhagens de B. subtilis e das condições ambientais e nutricionais as quais esses
microrganismos são expostos (Kowall et al., 1998). Esses surfactantes apresentam exce-
lentes propriedades de superfície, tais como capacidade de reduzir a tensão superficial,
baixos valores de concentração micelar crítica e boa capacidade de formar e estabilizar
emulsões. Em adição, a surfactina apresenta um amplo espectro de atividades biológicas
como atividade antiviral, hemolíticas, antitumorais, modificação da atividade de enzimas
e interação com membranas biológicas (Rodrigues et al., 2006). O interesse nessas pro-
priedades incentivaram muitos pesquisadores a explorar novos homólogos de surfactina.
Com algumas variantes na porção peptídica, a sequência de peptídios normalmente é
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identificadas como sendo N-GLu(1)-Leu(2)-Leu(3)-Val(4)-Asp(5)-Leu(6)-Leu(7)-C, sendo
que variações na posição 2, 4 ou 7 podem estar presentes de acordo com a estratégia de
biossíntese. O grupo de ácidos graxos são usualmente compostos por configurações n, iso
e anteiso com comprimentos de cadeia entre 13 a 15 átomos de carbonos (Liu et al., 2007).
Segundo Liu et al. (2005), existem 23 famílias de lipopeptídios originados a partir de mi-
crorganismos, dos quais 21 são lipopeptídios cíclicos. Logo, estudos básicos e aplicados
de lipopeptídios originados de microrganismos são de particular importância.
Assim, vários trabalhos são designados a isolar e caracterizar lipopeptídos no objetivo
de explorar novos lipopeptídos e suas propriedades físico-químicas e biológicas. Primeira-
mente, neste capítulo será demonstrado as etapas de purificação e caracterização química
da surfactina produzida por B. subtilis LSFM  05. A massa molecular, a sequência
de aminoácidos na cadeia peptídica e o número de átomos de carbono do ácido graxo
foram caracterizados, utilizando ESI-MS/MS, IV-FT, 1H e 13C - RMN e cromatogra-
fia de camada delgada. As propriedades físico-quimicas, concentração micelar crítica e
capacidade de formar e estabilizar emulsões também foram analisadas para o biossurfac-
tante purificado. A caracterização dos homólogos de fengicina também produzidos pelo
microrganismo, concomitantemente a surfactina, será discutida no capítulo seguinte.
6.2 Material e Métodos
6.2.1 Purificação da Surfactina
A purificação foi realizada utilizando coluna cromatográfica (40x5cm) empacotada com
sílica (Acros Organics-diâmetro de 0,035-0,070mm, 60Å), como fase estacionária. Amos-
tras de 1,0 grama de extrato bruto foram adicionadas no topo da coluna e eluidas com
solvente orgânico em ordem crescente de polaridade: CHCl3/CH3OH/NH4OH(28%v/v) na
proporção (80:20:4 v/v), CHCl3/ CHCl3/CH3OH/NH4OH(28%v/v) na proporcão (75:25:4
v/v) e CHCl3/CH3OH/NH4OH(28%v/v)(65:35:5 v/v). Foram recolhidas frações de, apro-
ximadamente, 10 mL e a presença do biossurfactante foi acompanhada por cromatografia
em camada delgada (CCD), utilizando placas de sílica gel 60 (Macherey-Nagel-Alugram-
SilG/UV254) como fase estacionária e CHCl3/CH3OH/NH4OH(28%v/v) (65:35:5 v/v) como
fase móvel. A revelação das placas foi realizada utilizando borrifamento com água des-
tilada e posterior aquecimento a 100oC em estufa Pasteur. A presença da surfactina foi
detectada pela comparação entre os tempos de retenção dos compostos contidos em cada
fração e o tempo de retenção do padrão de surfactina (Sigma-Aldrich R©). As frações or-
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gânicas contendo a surfactina foram reunidas em balão volumétrico e rotaevaporadas até
completa evaporação do solvente orgânico, ressuspendidas em água deionizada, congeladas
e liofilizadas.
6.2.2 Caracterização Química da Surfactina
6.2.2.1 Infravermelho IR-TF
Uma das técnicas utilizadas para caracterização estrutural da surfactina foi a Espec-
troscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (IR-TF), utilizando espectrôme-
tro FTLA2000, pertencente ao Laboratório de Química do Estado Sólido (IQ-Unicamp).
Uma amostra de 0,1 mg foi misturada a 100 mg de Brometo de Potássio (KBr), macerada
e prensada na forma de pastilha. O espectro foi gerado de 500-4000 cm-1. Para possíveis
comparações, o mesmo procedimento foi realizado para a surfactina padrão.
6.2.2.2 Ressonância Magnética Nuclear (1H e 13C RMN)
As análises de RMN (13C e 1H - RMN unidimensional) da surfactina purificada foi
realizada em espectrômetro INOVA 500 MHz (Varian). O espectro foi adquirido a partir
de 20 mg de surfactina purificada dissolvida em 500 µL de clorofórmio deuterado (CDCl3)
à 500 MHZ e 25oC.
6.2.2.3 Espectrometria de Massas Nano-ESI-FTMS
A preparação da amostra foi realizada dissolvendo 0,1 mg da surfactina purificada em
1,0 ml de metanol. Para análise em modo negativo, um total de 2µL dessa suspensão
foram transferidos para 1,0 ml de uma solução de NH4OH 1% (v/v). As amostras fo-
ram transferidas para uma microplaca de 96 poços. A infusão direta baseada num chip
automatizado (nano-ESI-MS) foi conduzida por um Triversa NanoMate 100 system (Ad-
vion Biosciences, Ithaca, NY, USA) e a análise conduzida em modo negativo utilizando
um espectrômetro de massas LQT-FT Ultra (Hybrid Ion Trap Fourier Transform High
Resolution Mass Spectrometer) (Thermo Scientific).
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6.2.3 Propriedades Físico-Químicas da Surfactina Purificada
6.2.3.1 Concentração Micelar Crítica e Índice de Emulsificação (EI24h)
Os testes de emulsificação foram realizados em tubos de vidro contendo 3 mL de
uma solução aquosa de surfactina purificada na concentração de 1,0 mg/mL, e 2,0 mL
de tolueno, pristano, querosene, óleo diesel, hexadecene, tetradecano, tridecano, heptano,
benzeno e petróleo, individualmente. Cada tubo foi agitado em vortex por 2 minutos.
Após 24 horas, a altura da emulsão formada foi medida e calculada através da equação:
EI24h =
AE24h
AE0h
× 100 (6.1)
onde, AE24h é a altura da emulsão após 24 horas e AE0h é a altura da emulsão no tempo
zero.
Para a análise da concentração micelar crítica, uma solução-estoque de surfactina
purificada na concentração de 1.0 mg/mL foi preparada e, sucessivamente, diluída em
tampão Tris-HCl pH=8,0. A CMC foi determinada pela mensuração da tensão superficial
no sobrenadante das respectivas diluições contendo a surfactina.
6.3 Resultados e Discussão
6.3.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
A purificação do extrato bruto, obtido após precipitação ácida, foi realizada por cro-
matografia de coluna aberta em sílica gel, sendo o eluato analisado por CCD. As placas
reveladas com borrifamento de água destilada e aquecimento a 100oC em estufa Pasteur
apresentaram manchas brancas com tempos de retenção (Rf's) idênticos à surfactina pa-
drão. A Figura6.1 apresenta o negativo da placa de CCD contendo os biossurfactantes.
Observa-se que os valores de Rf's da surfactina padrão e das alíquotas contendo o com-
posto purificado são muito semelhantes. Isso indica que o composto purificado possui
uma estrutura química próxima a surfactina padrão.
6.3.2 Espectroscopia Infravermelho IV-TF
O espectro de infravermelho do biossurfactante produzido por B. subtilis LSFM-05 em
KBr mostrou bandas de forte absorção (Figura 6.3). Foi possível observar a banda em
3300 cm-1, resultante do estiramento da ligação N-H presente em peptídeos. A banda em
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Figura 6.1: Negativo da placa de CCD contendo os compostos de superfície ativa: SD
(surfactina padrão) e S1.1 e S1.2 eluatos de frações contendo surfactina obtidas através
da cromatografia em coluna aberta.
1650 cm-1 foi decorrente ao estiramento da ligação N-CO; e em 1535 cm-1, da deformação
angular da ligação N-H combinado com o estiramento da ligação C-N. As bandas de
absorção nas frequências de 2970 a 2850 cm-1 e de 1470 a 1370 cm-1 são devidos ao
estiramento da ligação C-H e indicam a presença de uma cadeia alifática no composto
purificado. A banda em 1735 cm-1 está associada a absorção do grupo carbonila presente
na lactona. Esses padrões de absorção mostraram-se muito próximos a surfactina padrão
(Figura 6.2). Esses resultados apresentam um forte indício de que o biossurfactante em
estudo apresenta uma porção alifática e um grupo peptídico em sua estrutura química.
6.3.3 Ressonância Magnética Nuclear (1H e 13C - RMN )
Os resultados obtidos a 500 MHz claramente indicam que a molécula em estudo é um
lipopeptídio. O espectro confirma a presença de uma longa cadeia alifática (CH2 em 1.55-
1.25 ppm) e de uma estrutura contendo peptídio (N-H a 8.0-7.2 ppm) e (C-H a 5.0-4.0
ppm). O deslocamento químico a 5.06 ppm é referente ao próton localizado no C-3 do
resíduo do ácido graxo que está ligado a um resíduo de aminoácido por uma ligação éster
(Figura 6.4). Logo, a ressonância a 5.06 ppm indica a presença de um grupo éster, o qual
pode ser parte do anel lactona. O intenso singleto a 3.67 ppm é similar aos espectros
dos lipopeptídios monoéster reportados por vários autores, e sugere a existência de um
grupo metoxi (O-CH3) nos resíduos de aminoácido Glu (ácido glutâmico) ou Asp (ácido
aspártico). O espectro de 13C RMN da surfactina produzida por B. subtilis LSFM-05
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Figura 6.2: Infravermelho das amostras de surfactina purificada (em azul) e padrão sigma
(em vermelho).
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Figura 6.3: Infravermelho da amostra de surfactina purificada.
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é mostrado na Figura 6.5. As análises de 13C RMN indicam que a cadeia lipídica da
surfactina pode se apresentar em três diferentes configurações: normal (n-), iso e anteiso.
A presença da mistura iso, anteiso e n-normal é confirmada pelos deslocamentos (CH3 em
1) 11.44, 2) 14.15, 3) 19.19 e 22, respectivamente) que podem ser visualizados na Figura
6.5. Excepcionalmente, a ressonância a 49.15 ppm presente no 13C RMN, indica que o
grupo metoxi (OCH3) está localizado no resíduo dos aminoácidos ácido glutâmico (Glu)
ou ácido aspártico (Asp). A espectrometria de massa, através do perfil de fragmentação
do pico m/z 1036,7, mostrou-se como uma valiosa ferramenta capaz de determinar qual
aminoácido, Glu ou Asp, estaria esterificado.
Figura 6.4: Espectro de 1H RMN da surfactina produzida por B. subtilis LSFM-05 obtidos
em CDCl3 a 25oC.
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Figura 6.5: Espectro de 13C RMN da surfactina produzida por B. subtilis LSFM-05
obtidos em CDCl3 a 25oC.
6.3.4 Espectrometria de Massas
A Figura 6.6 mostra os espectros de massa de surfactina produzida por B. subtilis
LSFM-05 e o da surfactina padrão. O espectro da amostra revelou a presença de moléculas
protonadas [M + H]+ 1008, 1022 e 1036 e seus adutos de sódio [M + Na]+ 1044, 1058 e
potássio [M + K]+ 1046 e 1060. Os picos de maior intensidade na amostra foram m/z
1022, 1036, 1044 e 1058, enquanto que o íon m/z 1036 foi o mais predominante. Os picos
m/z 1022, 1058 e 1036 são homólogos entre si, diferenciando-se apenas pelo número de
grupos metilenos (CH2-14 Da) na cadeia alifática.
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Figura 6.6: Perfil de Massas: (a) surfatina padrão e (b) surfactina purificada.
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Tabela 6.1: Homólogos da surfactina produzida por B. subtilis LSFM-05 em glicerina
residual e analisados por espectrometria de massa.
Pico (m/z) Espécie de Surfactina
1022,68 Leu/Ile7 C13 [M+H]+
1036,69 Leu/Ile7 C14 [M+H]+
1044,66 Leu/Ile7 C13 [M+Na]+
1058,70 Leu/Ile7 C14 [M+Na]+
1046,66 Leu/Ile7 C13 [M+K]+
1060,00 Leu/Ile7 C14 [M+K]+
A fragmentação do íon m/z 1036,7 [M + H]+ assumiu clivagem, preferencialmente, no
anel lactona, produzindo íons m/z 923, 810, 695, 596, 483, 370 e 227 (Figura 6.7). Esses
picos correspondem a uma perda sequêncial de resíduos dos aminoácidos Leu/Leu/Asp/
Val/Leu/Leu/GluOMe, em concordância com a sequência de aminoácidos da surfactina
comercial.
Através do perfil de fragmentação do íon m/z 1036,7, observa-se que a diferença en-
tre o pico m/z 370 e 227 corresponde à massa de 143 Da, que representa exatamente à
massa molar do ácido glutâmico esterificado por um grupo metil (Glu-OMe). Logo, a
espectrometria de massas confirma que o ácido glutâmico, presente na estrutura da sur-
factina, possui um grupo éster. O pico de m/z 227 corresponde a cadeia alifática que
contém 14 carbonos nas configurações normal, iso ou anteiso. Esse perfil de fragmenta-
ção indica que a estrutura do lipopeptídeo é composta por sete resíduos de aminoácidos
Glu(O-Me)/Leu/Leu/Val/Asp/Leu/Leu, com um grupo lactona ligando o aminoácido
Leu terminal à uma cadeia de ácidos graxos β-hydroxil, contendo 14 carbonos. Toda essa
estrutura origina um ciclolipopeptídio [Surfactina C14/Leu7; M + H]+. Porém, a técnica
de espectrometria de massas não distinguiu entre os aminoácidos Ileu e Leu, por serem
isômeros e possuírem a mesma massa molar. Os resíduos de ácido glutamico, ácido as-
pártico, valina e leucina se encontram na proporção de 1:1:1:4 (Glu:Asp:Val:Leu/Ile). A
fragmentação discutida anteriormente foi realizada de duas formas diferentes: por CID,
para análise de fragmentos com menores massas molares (Figura 6.7 da esquerda); e por
IMRPD (Figura 6.7 da direita), para analisar fragmentos com maior massa molar.
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Figura 6.7: Perfil de fragmentação (ESI-MS/MS) do íon 1036,7 realizada pelas técnicas
CID e IRMPD.
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6.3.5 Concentração Micelar Crítica e Índice de Emulsificação
Os resultados de atividade de superfície obtidos a partir da surfactina purificada e da
surfactina padrão são mostrados na Figura 6.10, onde a surfactina purificada apresen-
tou valor de CMC igual a 70 µM em tampão Tris-HCl 0,1 M. (pH=8,5). A surfactina
padrão mostrou valor de CMC equivalente a 20 µM, enquanto a tensão superficial na
CMC (γCMC) variou de 30,4 para a surfactina padrão e de 33,4 mN.m-1 para surfactina
C14/Leu7 purificada. Estes resultados indicam que as diferenças existentes entre as estru-
turas do padrão e da surfactina C14/Leu7 causaram uma pequena redução na atividade
de superfície da surfactina purificada. No entanto, a surfactina C14/Leu7 apresentou
alta capacidade emulsificante, exibindo um valor de EI24h de 100 e 78% contra o petróleo
e tetradecano, respectivamente (Figura 6.11). Essa alta atividade emulsificante sugere
aplicações na indústria petrolífera para limpeza de borras oleosas em tanques de armaze-
namento de óleo cru, na mobilização de óleos em dutos e na recuperação melhorada de
petróleo.
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Figura 6.10: Concentração Micelar Crítica da surfactina C14/Leu7 e padrão Sigma.
Preliminarmente, a caracterização química dos biossurfactantes por CCD mostrou a
semelhança entre a surfactina C14/Leu7 e a surfactina padrão (Figura 6.1). A presença de
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Figura 6.11: Índice de Emulsificação (EI24h) da surfactina C14/Leu7 em hidrocarbonetos.
Figura 6.12: Ilustração da atividade de emulsificação da surfactina C14/Leu7 em hidro-
carbonetos e óleos vegetais .
um anel lactona do surfactante foi indicado por espectros de IR, que também confirmaram
a presença de uma cadeia alifática (Figura 6.3). A banda em 1730 cm-1, que corresponde
a carbonila pertecente ao grupo éster, também foi observada por Haddad et al. (2008)
e Makkar e Cameotra (1999). A análise 1H RMN detectou o sinal de 5,2 ppm, que
corresponde a carbonila do grupo éster, indicando a presença de um anel de lactona na
estrutura do biossurfactante (Figura 6.4). O mesmo sinal de ressonância foi relatado
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nos trabalhos de Liu et al. (2009) e Batrakov et al. (2003). No entanto, a estrutura
da molécula foi completamente elucidada por meio da espectrometria de massa (ESI-
MS/MS). A Tabela 6.1 mostra os íons moleculares [M + Na]+ e [M + K]+ detectados
pela análise da surfactina por espectrometria de massa.
Os valores de massa molecular, mostrados na Figura 6.6, estão totalmente de acordo
com a ocorrência de espécies moleculares que variavam no número de carbonos da ca-
deia do ácido graxo, mas continham o mesmo conjunto e sequencia de aminoácidos. A
sequência de aminoácidos na molécula do heptapeptídio foi demonstrada a partir da frag-
mentação do íon m/z 1036,7. Essa fragmentação deu origem aos fragmentos m/z 227,
370, 483, 596, 695, 810 e 923, que sugerem uma molécula contendo 14 átomos de carbono
no ácido graxo (C14/14:0) e a seguinte sequência de aminóacidos: -GluOMe-Leu-Leu-Val-
Asp-Leu-Leu (Figura 6.7). Um perfil idêntico de aminoácidos foi relatado por Snoock
et al. (2009) para a surfactina produzida por Bacillus Mojavensis RRC 101. Makkar e
Cameotra (1999) mostraram a mesma sequência de aminoácidos em surfactina produzida
a partir de B. subtilis a 45oC e, semelhantemente, Liu et al. (2009) demonstraram essa
mesma sequência de aminoácidos para C15-surfactina-o-metil-éster produzida por B. sub-
tilis HSO121. Outros exemplos de homólogos de surfactina, contendo a mesma sequência
de aminoácidos, foram descritos por Sun et al. (2006) e Liu et al. (2007). Os resultados
da caracterização química indicam que a estrutura química da molécula do lipopeptídio
produzido por B. subtilis LSFM-05 é, também, muito semelhante a surfactina relatada
anteriormente por Kakinuma et al. (1969). No entanto, algumas diferenças entre estes
dois biossurfactantes foram detectadas. Primeiramente, o espectro de ESI-MS/MS da
surfactina caracterizada neste capítulo, indicou que o aminoácido ácido glutâmico foi es-
terificado com um grupo metila. Esse resultado foi reforçado com a presença dos sinais
3,66 e 49,15 ppm nos espectros de 1H RMN e 13C, respectivamente. A presença desses
sinais sugerem a existência de um grupo metoxi na estrutura da surfactina produzida por
B. subtilis LSFM-05. O grupo carbonila metilado no resíduo de ácido glutâmico foi rela-
tado por outros autores como Liu et al. (2009), Kowall et al. (1998) e Tang et al. (2007).
Além disso, o íon indicado pela massa/carga (m/z 370) representa a massa da cadeia de
ácidos graxos somada a massa do grupo Glu-OMe. Se a massa do grupo Glu-OMe for
subtraída do total de m/z 370, a massa resultante de 227 Da corresponde, exatamente, a
massa referente a uma cadeia de ácidos graxos de 14 carbonos. Assim, a cadeia de ácidos
graxos da surfactina produzida por B. subtilis LSFM-05 contém 14 carbonos na porção
lipídica e sua perda durante o processo de fragmentação é correspondente ao íon m/z 227.
A análise de RMN 13C indicou que a cadeia lipídica pode se apresentar em três diferentes
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conformações, ou seja, nas formas n-normal, iso e anteiso, concordando com Liu et al.
(2009) e Lin et al. (1994), os quais também relataram uma mistura das conformações
n-normal, iso e anteiso em seus compostos.
Thimon et al. (1994) demonstraram que a surfactina contendo o grupo Glu-metil-éster
apresentou CMC mais reduzida (30 µm) do que a surfactina não-metilada (240 µm). No
entanto, no presente trabalho, estudos preliminares sobre as propriedades da surfactina
C14/Leu7 mostraram uma diferença significativa em detrimento às características da sur-
factina padrão. A surfactina metilada produzida pelo B. subtilis LSFM -05 apresentou
valor de CMC igual a 70 µm, contra 20 µm da surfactina padrão; enquanto a γCMC
foi 34,1 para surfactina C14/Leu7 e 30,4 mN.m-1 para a surfactina padrão (Figura 6.10).
Esta redução na atividade de superfície pode ter sido causada por uma diminuição no
comprimento da cadeia de 15 para 14 carbonos na surfactina C14/Leu7 ou pelo fato do
ácido glutâmico se encontrar metilado na porção peptídica da molécula. Provavelmente,
tanto a natureza da cadeia lipídica quanto a metilação do resíduo de Glu, na parte pro-
téica, podem ser responsáveis por tais variações. Na verdade, uma única substituição
na cadeia lateral hidrofóbica induz grandes modificações no arranjo do lipopeptídio na
interface, segundo Peypoux et al. (1994). Por outro lado, a surfactina C14/Leu7 exibiu
alta capacidade de emulsificação em hidrocarbonetos e mostrou valores de EI24h iguais a
100 e 78% contra petróleo e tetradecano, respectivamente (Figura 6.11). De acordo com
os dados apresentados, o valor de EI24h permaneceu estável por até 72 horas para quase
todos os hidrocarbonetos testados. Porém, a surfactina em estudo não apresentou boa
capacidade de emulsificação em óleos vegetais (Figura 6.12).
O rendimento da surfactina purificada foi de aproximadamente 170,0 mg para cada
1,0 grama de extrato bruto submetido ao processo de purificação. Tomando por base que
a purificação foi realizada com o extrato bruto produzido pela fermentação de 10 litros,
temos um rendimento final de surfactina purificada de aproximadamente 117 mg.L-1, ou
seja, 117 mg de surfactina para cada litro de meio fermentado. Yakimov et al. (1995)
relatou um rendimento de 160 mg.L-1 para a produção de lichenisina por Bacillus liche-
niformis. O rendimento de produção de surfactina por B. subtilis LSFM05 foi menor,
quando comparado ao trabalho dos autores Haddad et al. (2008), que descreveram um
rendimento de 210,0 mg.L-1 para a produção de uma isoforma da surfactina por Bacillus
brevis. No entanto, Tendulkar et al. (2007) relatou a produção de 52 mg de surfac-
tina a partir de 20 litros de meio de cultura; resultado muito inferior comparado com o
rendimento expresso pelo isolado B. subtilis LSFM05 em glicerina residual. Liu et al.
(2009) também estudaram a produção de surfactina por B. subtilis, que apresentaram
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uma produção de extrato de bruto de 0,257 g.L-1 e 0,383 g.L-1 em meio contendo glicose
e citrato, respectivamente. Apesar dos autores não relatarem o rendimento da surfactina
purificada, é possível notar o rendimento de produção de biossurfactante pelo isolado B.
subtilis LSFM05 foi maior em termos de extrato bruto (0,69 g.L-1 para a fermentação de
10 litros), o que pode levar, também, a um maior rendimento de surfactina purificada.
6.4 Conclusões
• A Cromatografia em Camada Delagada demonstrou que os tempos de retenção da
surfactina C14/Leu7 e surfactina padrão são semelhantes;
• As análises de infravermelho mostraram um perfil de bandas semelhante entre a
surfactina purificada e seu padrão correspondente;
• O rendimento de surfactina purificada foi de aproximadamente 117 mg.L-1.
• As análises de 1H e 13C RMN foram técnicas muito importantes para demonstrar a
metilação do resíduo de ácido glutâmico na cadeia peptídica;
• A espectrometria de massa mostrou que a isoforma predominante para a surfac-
tina C14/Leu7 foi aquela relativa ao íon m/z 1036,7, e a fragmentação desse íon
possibilitou a elucidação da molécula que continha 7 aminoácidos na cadeia pep-
tídica na sequência -GluOMe(1)-Leu(2)-Leu(3)-Val(4)-Asp(5)-Leu(6)-Leu(7) e uma
porção lipídica contendo 14 átomos de carbono;
• A surfactina C14/Leu7 apresentou valor de CMC ligeiramente maior do que a sur-
factina padrão, no entanto, a surfactina purificada demonstrou excelente capacidade
de emulsificação com valor de EI24h igual a 100% contra petróleo.
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7
Caracterização de Homólogos de Fengicina
Utilizando ESI/MS-MS
7.1 Introdução
As linhagens de Bacillus subtilis produzem um amplo espectro de lipopeptídios, que
são biossurfactantes potentes e específicos, além de possuírem atividade antimicrobiana e
antiviral. A surfactina (Snoock et al., 2009), lichenisina (Yakimov et al., 1999), bamilo-
cina (Lee et al., 2007) e família de iturinas (Yu et al., 2002) são compostos importantes
que pertencem a classe dos lipopeptídios. As plipastatinas, que são muito semelhantes
às fengicinas, têm sido originalmente isoladas de Bacillus cereus BMG 302 (Umezawa
et al., 1986) e B. cereus fF67 (Nishikiori et al., 1986) como inibidores de fosfolipase A2.
Semelhantemente, Tsuge et al. (1999) têm isolado pliplastina produzida por B. subtilis
168. Todos esses compostos apresentam excelentes propriedades de interface e potenciais
aplicações terapêuticas. Normalmente, vários homólogos desses lipopeptídios coexistem
no caldo fermentativo de cepas de B. subtilis, como por exemplo, a produção de surfactina
e fengicina demonstrada por Sun et al. (2006); famílias de iturina e fengicina estudadas
por Romero et al. (2007); e bacilomicina, plipastatina e surfactina, relatadas por Ro-
ongsawang et al. (2002). A fengicina é composta por uma mistura de isoformas que são
divididas em dois grupos (A e B), de acordo com sua sequência de aminoácidos na cadeia
peptídica. A porção peptídica é formada por 10 aminoácidos L-Glu, D-Orn, LTyr, D-Thr,
L-Glu, D-Ala (D-Val), L-Pro, L-Gln, D-Tyr- e L-Ile, e as fengicinas A e B se diferenciam
pela troca de Ala por Val na posição 6 do anel peptídico (Wang et al., 2004). Como
a fração lipídica de ambos homólogos é variável com relação ao número de carbonos,
pode-se encontrar a coexistência de homólogos de fengicina A e B com o mesmo peso
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molecular (a diferença de 28 Da entre Val e Ala é igual ao peso molecular de dois grupos
metila CH2). Devido à grande semelhança entre os homólogos de fengicina, a utilização
de técnicas como CLAE (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência) não são formalmente
utilizadas para identificá-los totalmente (Akpa et al., 2001). Portanto, a espectrometria
de massa tem se mostrado uma técnica sensível e rápida capaz de caracterizar homólo-
gos de fengicina e outras isoformas de lipopeptídios. Leenders et al. (1999) utilizaram
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization/Time-of-Flight Mass Spec-
trometry Analysis) como um método eficiente para selecionar linhagens intactas de B.
subtilis, de acordo com os seus metabólitos secundários. Vater et al. (2002) usaram a
mesma técnica para a caracterização estrutural de lipopeptídios, utilizando como alvo
células inteiras e filtradas a partir da cultura. Sun et al. (2006), Wang et al. (2004) e Bie
et al. (2009) também têm aplicado a espectrometria de massa ESI-MS/CID (Electrospray
Ionization Mass Spectrometry/ Collision-Induced Dissociation) para estudar homólogos
de fengicina produzidos por cepas de Bacillus sp. No presente trabalho, foram caracteri-
zados os homólogos A e B de fengicina, produzidos por B. subtilis LSFM-05. De acordo
com os dados apresentados no Capítulo 6, esse microrganismo pode ser classificado como
um co-produtor de surfactina e fengicinas, em meio de cultivo contendo glicerina residual
como única fonte de carbono. Um espectrômetro de massa LQT FT Ultra (Hybrid Ion
Trap Fourier Transform High Resolution Mass Spectrometer) com dissociação induzida
por colisão (fragmentação CID) foi usado neste estudo como um instrumento seletivo e
eficiente para identificar homólogos de fengicina.
7.2 Material e Métodos
7.2.1 Extração da fengicina
A fengicina e a surfactina foram produzidas no mesmo processo fermentativo; logo,
fengicina e surfactina coexistiam no mesmo extrato bruto obtido após precipitação ácida
da espuma coletada e do caldo fermentativo, nas fermentações relatadas no Capítulo 5.
7.2.2 Purificação
A surfactina e fengicina foram purificadas, concomitantemente, através da mesma co-
luna de adsorção, pois, como já relatado anteriormente, os dois lipopetídios encontravam-
se no mesmo extrato bruto. Logo, a purificação da fengicina foi realizada utilizando a
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mesma coluna aberta (40x5cm), preenchida com sílica (Acros Organics-0,030-0,070 - 60Å).
Uma amostra de 1g de extrato bruto foi eluída através da coluna de adsorção, usando o
mesmo conjunto de fases móveis descrito na Seção 6.2.1. As frações recolhidas durante a
corrida cromatográfica foram analisadas quanto a presença da fengicina através da croma-
tografia em camada delgada, utilizando placas de sílica gel 60 (Macherey-Nagel-Alugram-
SilG/UV254) como fase estacionária; e CHCl3/ CH3OH/NH4OH(28% v/v) na proporção
(75:25:4 v/v), como fase móvel. A revelação das placas foi feita utilizando borrifamento
com água destilada e posterior aquecimento a 100oC. A presença de fengicina foi detec-
tada comparando os tempos de retenção desse surfactante com o do padrão surfactina. As
frações orgânicas contendo fengicina foram reunidas em um balão volumétrico e concentra-
das por rotaevaporação. Após concentração das alíquotas, o composto foi ressuspendido
em água deionizada, congelado e liofilizado. O biossurfactante liofilizado foi denominado
como fengicina purificada e submetido a caracterização química, utilizando as análises de
Espectroscopia no Infravermelho e Espectrometria de Massa.
7.2.3 Espectroscopia no Infravermelho IR-TF
Amostras para análise de infravermelho foram preparadas pela mistura de, aproxima-
damente, 1 mg de biossurfactante purificado com 100 mg de KBr. A mistura foi prensada
na forma de pastilha e analisada utilizando um espectrômetro de infravermelho com trans-
formada de fourier (IV-TF/FTLA2000). Os espectros foram gerados de 500-4000 cm-1.
Para posteriores comparações, o mesmo procedimento foi realizado para a surfactina pa-
drão .
7.2.4 Espectrometria de Massas Nano-ESI-FTMS
A amostra foi preparada pela dissolução de 1 mg de fengicina purificada em 1 ml de
metanol. Para a análise no modo negativo, um total de 2 µL de uma solução aquosa
de NH4OH a 1% foram adicionados à solução contendo fengicina. Uma infusão direta
baseada num chip automatizado nano-ESI-MS foi conduzida em um Triversa NanoMate
100 system (Advion Biosciences, Ithaca, NY, USA) em modo negativo. As amostras foram
transferidas para uma microplaca de 96 poços e analisadas pelo espectrômetro de massa
LQT -FT Ultra (Hybrid Ion Trap Fourier Transform High Resolution Mass) (Thermo
Scientific).
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7.3 Resultados e Discussão
7.3.1 Cromatografia em Camada Delgada
A purificação do extrato bruto, obtido após precipitação ácida, foi realizada por cro-
matografia de adsorção com misturas de solventes em ordem crescente de polaridade,
resultando na separação da fengicina e surfactina. Os dados da caracterização da surfac-
tina já foram relatados no capítulo 6. Os cromatogramas revelaram a presença de uma
mancha com tempo de retenção diferente da surfactina padrão. Assim, esse resultado in-
dica que as amostras F1.1 e F1.2 continham lipopeptídios, mas que não eram pertencentes
ao grupo surfactina.
Figura 7.1: Negativo da placa de CCD contendo os compostos de superfície ativa: SD
(surfactina padrão) e F1.1 e F1.2, eluatos de frações contendo fengicina obtidas através
da purificação em cromatografia de coluna berta.
7.3.2 Espectroscopia no Infravermelho
O espectro de infravermelho da fengicina produzida por Bacillus subtilis LSFM-05
em KBr mostrou bandas de forte absorção. A presença do peptídio foi confirmada pela
presença do estiramento da ligação N-H a 3300 cm-1. e A banda em 1650 cm-1 resulta do
estiramento da ligação amida CO-N e, em 1535-1540 cm-1, resulta do modo de deformação
da ligação N-H, combinado com o estiramento da ligação C-N (Figura 7.3). Ambos
indicaram a presença da porção peptídica. A presença de uma cadeia alifática foi indicada
7.3. Resultados e Discussão 114
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
10
20
30
40
50
60
70
80
B
A
Abundância (%)
Número de Onda (cm -1 )
Figura 7.2: Infravermelho das amostras de fengicina purificada (em azul) e surfactina
padrão sigma (em vermelho).
pela presença dos modos de estiramento C-H em 2970-2850 cm-1 e 1450-1380 cm-1. Esses
resultados indicam fortemente a presença de uma parte peptídica e outra lipídica. A banda
em 1735 cm-1 foi devido à absorção do grupo lactona presente no grupo das surfactina e
fengicinas. Através da Figura 7.2, é possível observar a semelhança entre as bandas da
fengicina purifcada e surfactina padrão.
7.3.3 Espectrometria de Massa
Após a purificação em coluna de adsorção, a fengicina purificada foi submetida a
análise por ESI-ICR/FTMS para se determinar a massa molecular. Devido à grande se-
melhança estrutural dos homólogos de fengicina, a espectrometria de massa foi utilizada
para estudar estes homólogos de forma rápida e sensível. O espectro de massa da Fi-
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Figura 7.3: Infravermelho da amostra de fengicina purificada produzida por B. subtilis
LSFM - 05.
gura 7.4, mostra um conjunto de homólogos de fengicina produzidos por Bacillus subtilis
LSFM-05, concomitamente a surfactina, em meio basal contendo glicerina residual como
única fonte de carbono. De acordo com os autores Wang et al. (2004) e Sun et al. (2006),
os picos [M + H]+ 1435,7, 1449,9, 1463,8, 1477,8, 1505,8 e 1491,84 representam os diferen-
tes homólogos de fengicina. Os íons 1463,8, 1491,8 e 1477,8 foram selecionados como íons
precursores para fragmentação por CID (Dissociação Induzida por Colisão). A fragmen-
tação do íon m/z 1463,8 ocorreu, preferencialmente, entre alanina (Ala) e prolina (Pro),
como mostrado nas Figuras 7.6 e 7.5. De fato, os íons dos fragmentos (m/z 226,1,389,1,
502,1, 1162,7, 1263,7, 1392,7) foram originados a partir da abertura do lipopeptídio entre
os aminoácidos alanina e prolina. A parte peptídica da fengicina continha os aminoácidos
Ala, Thr, Glu, Pro, Ile, Tyr, Orn e Gln na razão molar (1:1:2:1:1:2:1:1), demonstrando
que o pico m/z 1463,8 é equivalente à molécula de fengicina que contêm 16 átomos de
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Figura 7.4: Espectro de Massa dos homólogos de fengicina produzidos por B. subtilis
LSFM-05.
carbono na sua cadeia de ácidos graxos (Figuras 7.6 e 7.5a). A mesma sequência de ami-
noácidos foi demonstrada por Tsuge et al. (1999) e Steller et al. (1999), em estudos de
caracterização de plipastatina e fengicina, respectivamente. A presença do íon m/z 1209,
que representa a perda neutra da cadeia de ácidos graxos (m/z 255 - C16), também foi
detectada a partir dos espectros de fragmentação do pico m/z 1463,8 (Figuras 7.6 e 7.5a).
O perfil de fragmentações dos picos de m/z 1463,8, 1477,8 e 1491,84 são mostrados
nas Figuras 7.7, 7.9 e 7.10, respectivamente. Os resultados mostraram o aparecimento
regular de íons obtidos após fragmentação dos íons precursores: os produtos m/z 966
e 1080 foram encontrados nos espectros de fragmentação do íon precursor m/z 1463,8
(Figura 7.7). Segundo Pabel et al. (2003), os íons de m/z 966 e 1080 são gerados a partir
da fragmentação de homólgos de fengicina A e podem ser explicados pelas perdas das
porções ácido graxo-Glu e ácido graxo-Glu-Orn, respectivamente, a partir do N-terminal.
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Os íons de m/z 1063 e 949 (Figura 7.7) correspondem às respectivas perdas de amônia
neutra (NH3) pelos íons m/z 1080 e 966. Da mesma forma, os íons-produto m/z 1108 e
994 foram encontrados no espectro de fragmentação do íon produtor m/z 1491,8 (Figura
7.10). Segundo Bie et al. (2009), o par de íons m/z 994 e 1108 pode ser justificado pelas
perdas neutras dos fragmentos ácido graxo-Glu e ácido graxo-Glu-Orn, respectivamente,
a partir do N-terminal de homólogos de fengicina B. Os íons m/z 1180 e 994, gerados pela
fragmentação dos homólogos de fengicina B, apresentam exatamente uma diferença de
28 Da em relação aos íons correspondentes à fengicina A. A diferença de massa reflete a
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Figura 7.5: (a) Formação dos íons m/z 1080 e 966 após fragmentação simples do íon m/z
1463,8 e (b) Perda sequencial de massa do íon m/z 1463,8 após abertura preferencial do
anel entre os aminóacidos Alanina (Ala) e Prolina (Pro).
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substituição de Ala por Val no anel lactona da fengicina B (Wang et al., 2004). De acordo
com Bie et al. (2009), o íon precursor 1505.8 é considerado um homólogo de fengicina B,
assim como o íon 1491,8 (Figura 7.4). Segundo Wang et al. (2004) e Sun et al. (2006), os
íons de m/z 1435,7, 1449,9 e 1463,8 (Figura 7.4) pertencem ao grupo dos homólogos de
fengicina A, enquanto que os íons de m/z 1491,8 e 1505,8 são considerados homólogos da
fengicina B. A Figura 7.8 ilustra a fragmentação de ambos os homólogos de fengicina A e
B e a formação dos fragmentos-padrões utilizados na diferenciação desses dois grupos.
Os quatro fragmentos m/z 1108, 1080, 966 e 994 foram detectados para o íon precursor
de m/z 1477,8 (Figura 7.9). Este resultado indica que ambos os homólogos fengicina A
e B contribuíram para o pico m/z 1477,8. Este fenômeno também foi observado por
Wang et al. (2004) em seus estudos sobre a caracterização de homólogos de fengicina. A
Tabela 7.1 classifica os picos encontrados na Figura 7.4 em homólogos A ou B, baseado
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Figura 7.7: Perfil de fragmentação do íon precursor m/z 1463,8, mostrando os fragmentos
m/z 1080 e 966.
nos resultados apresentados neste capítulo e nos resultados apresentados pelos autores
Wang et al. (2004) e Bie et al. (2009). O pico de m/z 1505,8 é análogo à fengicina B
do pico m/z 1491,8, porém adicionada de um grupo metila (CH2). Semelhantemente, os
picos 1435,7 e 1449,7 são análogos do pico 1463,8 (fengicina A), adicionados de um e dois
grupos metila, respectivamente.
A fengicina é um grupo de compostos de superfície ativa produzidos por linhagens de
B. subtilis, que pode ser dividido em dois outros subgrupos, de acordo com a composição
de aminoácidos na cadeia peptídica (Vanittanakom e Loeer, 1986). A fengicina A é
constituída por D-Ala, ILeu, L-Pro, D-Thr, L-Glu, D-Tyr e D-Orn, enquanto que, na
fengicina B, a Ala é substituída por Val na posição 6 da porção peptídica da molécula
(Sun et al., 2006). A fração lipídica de ambos os homólogos varia de 14 - 18 carbonos
(Wang et al., 2004), tendo evidências da presença de ácidos graxos saturados e insatura-
dos (Vanittanakom e Loeer, 1986). O microrganismo B. subtilis LSFM-05 foi descrito
como co-produtor de surfactina e homólogos de fengicina. A co-produção de fengicinas e
surfactinas por Bacillus sp. foram relatadas por vários autores ao detectarem que vários
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Figura 7.8: Fragmentação das moléculas de (a) fengicina A e (b) fengicina B.
homólogos desses lipopeptídios coexistiam no mesmo meio fermentativo (Kowall et al.,
1998; Sun et al., 2006; Romero et al., 2007).
A caracterização preliminar por CCD indicou a existência de diferenças na estrutura
molecular entre o biossurfactante analisado e a surfactina padrão (Figura 7.1). A presença
do anel lactona na estrutura do surfactante foi indicado pelos espectros de infravermelho,
que também confirmaram a presença de uma cadeia alifática (Figuras 7.2 e 7.3), indi-
cando que esta molécula é um lipopeptídio. A banda em 1730 cm-1, correspondente a um
grupo carbonila de éster, foi observada na amostra do biossurfactante purificado, assim
como também verificado por Pueyo et al. (2009). No entanto, a caracterização completa
foi realizada por espectrometria de massa (ESI-MS/MS). Os homólogos de fengicina têm
estrutura química muito semelhante e, consequentemente, a separação individualizada
desses compostos se torna muito difícil. A espectrometria de massa é considerada uma
excelente técnica capaz de analisar homólogos de fengicinas, surfactinas e iturinas, apon-
tando eventuais diferenças na cadeia de ácidos graxos e na composição de aminoácidos
da porção peptídica. Leenders et al. (1999) utilizaram células intactas como alvo para
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selecionar linhagens de B. subtilis, de acordo com a produção de metabólitos (fengicina,
iturina e surfactina), através da espectrometria de massa MALDI-TOF. Vater et al. (2002)
desenvolveram um método sensível para a caracterização rápida de lipopeptídios através
da mesma técnica utilizando filtrados contendo a cultura microbiana. Em seu trabalho
Vater et al. (2002) revelaram a produção de três complexos de lipopeptídios por B. sub-
tilis C1: surfactina, iturina e fengicinas. Tsuge et al. (1999) identificaram a produção
de plipastatina por B. subtilis através da análise de espectrometria de massas. A análise
resultou nos íons moleculares [M + H]+ m/z 1463,8, 1491,8 e 1477,8. A presença dos íons
m/z 966, 1080, 1108 e 994 em cepas de B. subtilis pode ser usado como biomarcadores
para a rápida identificação de linhagens de Bacillus sp. produtoras de fengicina, através
da espectrometria de massa (Wang et al., 2004).
As análises de caracterização dos homólogos de fengicina produzidos por B. subtilis
LSFM-05 foram realizadas em um espectrômetro de massa de ultra-alta resolução (Nano-
LQT-Ultra) e a diferença existente na cadeia peptídica pode ser usada como um indicador
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Figura 7.10: Perfil de fragmentação do íon precursor m/z 1491,8, mostrando os fragmentos
m/z 1108 e 994.
Tabela 7.1: Atribuição dos homólogos de fengicina A e B para os picos encontrados na
análise por espectrometria de massa (Figura 7.4).
Pico de Massa (m/z) Produto Espécie Aminoácido na posição 6
1435.7 966.11 C-14 fengycin A Ala
1449.7 966.11 C-15 fengycin A Ala
1463.8 966.11 C-16 fengycin A Ala
1477.8 966.11 C-17 fengycin A Ala
1477.8 994.11 C-15 fengycin B Val
1491.8 994.11 C-16 fengycin B Val
1505.8 994.11 C-17 fengycin B Val
para discriminar os homólogos A e B de fengicina. Quando os íons precursores foram se-
lecionados para a fragmentação, os íons m/z 1080 e 966 sempre foram observados para
fengicinas A, enquanto outros dois íons-produto m/z 1108 e 994 estavam sempre presentes
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no espectro dos homólogos de fengicina B. Bie et al. (2009) estudaram a produção de fen-
gicina por B. subtilis fmbJ através da análise ESI-MS/CID. Pueyo et al. (2009) também
aplicaram a espectrometria de massa (ESI-MS/CID) para caracterização de homólogos de
fengicina A e B produzidos B. megaterium. Sun et al. (2006) e Roongsawang et al. (2002)
relataram ainda o uso da espectrometria de massa para caracterizar fengicinas e surfacti-
nas produzidas por linhagens de Bacillus sp. Sun et al. (2006) também utilizaram os íons
de m/z 1080, 966, 1108 e 994 como impressões digitais para identificar vários homólogos
de fengicina e dividí-los em dois grupos A e B. Logo, a espectrometria de massa pode ser
um poderoso método de análise para estudos taxonômicos, investigação da produção de
metabólitos secundários e exploração de compostos bioativos para aplicações biotecnoló-
gicas e farmacêuticas. É extremamente importante notar que a produção de fengicina foi
realizada em meio mínimo de sais contendo um substrato orgânico não-convencional como
única fonte de carbono: a glicerina residual. A utilização de resíduos agroindustriais para
a produção de biossurfactantes sugere a redução de custos e maior possibilidade para a
produção desses compostos em escala industrial. Morita et al. (2007) e Rooney et al.
(2009) relataram o uso de glicerol residual para produção de Mannosylerythitol Lipídios
(MELs) e raminolipídios por Pseudozyma antartida JCM 10317T e P. aeruginosa, res-
pectivamente. No entanto, a produção de lipopeptídios por B. subtilis, a partir de glicerol
residual da produção de biodiesel, ainda não foi muito explorada.
7.4 Conclusões
• Através dos diferentes tempos de retenção apresentados, a Cromatografia de Camada
Delgada demonstrou que o biossurfactante purificado possuia estrutura molecular
diferente da surfactina padrão;
• Através da Espectroscopia no Infravermelho, foi possível identificar a presença de
uma porção peptídica e uma cadeia alifática, confirmando ser a molécula em estudo
um lipopeptídio;
• A espectrometria de massa provou ser um método rápido e sensível para identificar
homólogos de fengicina;
• Os produtos de fragmentação m/z (1080 e 966) e m/z (1108 e 994) podem ser
utilizados como biomarcadores para identificação de homólogos de fengicina A e B,
respectivamente;
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• O isolado B. subtilis LSFM05 foi caracterizado por produzir 4 homólogos de fen-
gicina A (1435,8, 1449,7 e 1463,8) e 2 homólogos de fengicina B (1491,8 e 1505,8);
• A fragmentação do íon precursor m/z 1477,8 mostrou a presença dos quatro íons
m/z (1080 e 966) e m/z (1108 e 994), demonstrando que esse íon é composto por
ambos homólogos A e B.
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Aplicações dos Biossurfactantes
8.1 Introdução
Recentemente, a preocupação com a proteção do meio ambiente tem aumentado a par-
tir do ponto de vista global, incluindo principalmente as indústrias química e farmacêutica.
Muitas indústrias já reconheceram o potencial de aplicação dos microrganismos no pré-
tratamento de matérias-primas, modificações de produtos, gestão de resíduos e reciclagem
e conservação de energia (Banat et al., 2000). Dentro desse âmbito, também ganharam
atenção os produtos biotecnológicos de interesse comercial, dentre os quais podemos citar
os biossurfactantes, os quais possuem uma extensa faixa de aplicações industriais.
Os biossurfactantes atraíram a atenção como agentes emulsificadores de hidrocarbo-
netos pela primeira vez, na década de 1960, e as suas aplicações têm se expandido nas
últimas cinco décadas como sendo um surfactante biodegradável e alternativo aos surfac-
tantes sintéticos. Segundo Cameotra e Makkar (2004), a quantidade total de surfactantes
químicos e biológicos produzidos nos E.U.A e em todo o mundo é estimado em mais de
10 e 25 bilhões de libras, respectivamente. Apesar do fato da existência de uma variedade
de surfactantes químicos, há também um grande interesse nos biossurfactantes, pois eles
podem fornecer novas propriedades que os surfactantes químicos não possuem, como por
exemplo, baixas toxicidades e propriedades terapêuticas. A respeito de suas propriedades
biológicas, muitos estudos têm relatado a aplicação dos surfactantes biológicos no campo
biomédico (Benincasa et al., 2004) e (Makkar e Cameotra, 2002).
Dentre as diversas categorias de biossurfactantes, os lipopeptídios são particularmente
interessantes, devido sua alta atividade de superfície. Esses biossurfactantes podem atuar
como agentes antimicrobianos, antitumorais, antivirais, imunomoduladores e inibidores
específicos de enzimas e toxinas (Rodrigues et al., 2006). A surfactina tem recebido
126
8.2. Materiais e Métodos 127
especial atenção em decorrência dos relatos de sua atividade antimicrobiana, no entanto,
diversas outras atividades biológicas têm sido propostas para a surfactina produzida por
B. subtilis. Kim et al. (1998) demonstraram que a surfactina é um seletivo inibidor de
PLA2 (fosfolipase citosólica A2) e um agente antiinflamatório, pois a inibição de PLA2
pode suprimir respostas inflamatórias. Vollenbroich et al. (1997b) mostraram que a baixa
toxicidade da surfactina, contra células de mamíferos, permitiu a inativação específica de
micoplasmas sem significativos efeitos danosos ao metabolismo e proliferação das células
na cultura. Vollenbroich et al. (1997a) demonstraram que a surfactina é um poderoso
agente antiviral principalmente contra os vírus envelopados (herpesvirus e retrovirus).
Outra área que merece destaque é a aplicação dos biossurfactantes na nanotecnologia.
Recentes desenvolvimentos têm sido feitos na área de nanotecnologia e biossurfactan-
tes. Nano-bastões de NiO foram produzidos por uma microemulsão de água em óleo
(Palanisamy, 2008). Os nano-bastões sintetizados na presença do biossurfactante foram
caracterizados por possuir 22 nm de diâmetro e 150-250 µm de comprimento. O uso dos
biossurfactantes, com certeza, é uma abordagem mais ecologicamente amigável para apli-
cação em nanotecnologia. Reddy et al. (2009) observaram que a síntese de nanopartículas
de prata pôde ser estabilizada por surfactina. Essas nanopartículas têm exclusivas propri-
edades físicas, químicas, magnéticas e estruturais. As nanopartículas foram estabilizadas
por um período de dois meses pela adição da surfactina, mostrando que esse surfactante
pode ser utilizado como um agente dispersante para estabilização de suspensões de ou-
tras nanopartículas e nanomateriais. Neste capítulo, foram avaliadas a ecotoxicidade dos
biossurfactantes, utilizando o microcrustáceo Daphnia similis, a citotoxicidade em fibro-
blastos c3T3 de camundongos, a atividade antiviral contra Herpesvirus bovino e ainda
a capacidade dos biossurfactantes em promover e estabilizar dispersões de nanotubos de
carbono em água de cultivo de Daphnia similis.
8.2 Materiais e Métodos
8.2.1 Ecotoxicidade Aguda sob Daphnia similis
A toxicidade aguda sob o microcrustáceo cladócero Daphnia similis foi realizada de
acordo com a norma técnica ABNTNBR 12713. Os testes foram conduzidos com neona-
tas de idade de 6-24 horas. O extrato bruto, contendo os biossurfactante, foi avaliado nas
concentrações de 1 até 2500 mg.L-1. Foram utilizados cinco organismos em cada frasco
para cada concentração de surfactante testada. Esses frascos foram mantidos a 20oC por
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48 horas na ausência de luz. Em seguida, o número de organismos imóveis foram então
contados após 20 segundos de exposição à luz.
8.2.2 Citotoxicidade em Fibroblastos de Embrião de Camundongo
BALB/c3T3
8.2.2.1 Linhagens Celulares
Neste trabalho foi utilizada a linhagem celular de fibroblastos de embrião de camun-
dongo BALB/c3T3, adquirida do NIH (National Institute of HealthBaltimore, USA).
As células BALB/c3T3 foram cultivadas em meio DMEM (Meio Basal Eagle Modificado)
e suplementadas com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiótico. As células foram
plaqueadas em garrafas de Roux de 25 cm2 e incubadas a 37oC, sob atmosfera úmida com
5% de CO2.
8.2.2.2 Ensaio de viabilidade celular
Nesse ensaio, a viabilidade celular foi avaliada através da medida da capacidade das
células de reduzirem o MTT (3-brometo de (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazólio) a
formazan. O formazan é um pigmento insolúvel que é extraído das células e quantificado
espectrofotometricamente em λ=570 nm. A redução do MTT é catalisada, principal-
mente, pelas desidrogenases mitocondriais e também do citoplasma. Portanto, a alteração
da função mitocondrial poderá ser detectada através da variação da capacidade de redução
do MTT. As células BALB/c 3T3 foram inoculadas numa densidade 1 x 104 células.mL-1
em microplacas de 96 poços e incubadas a 37oC e 5% CO2 por 24 horas. O meio foi subs-
tituído por diferentes concentrações do composto diluído em meio suplementado. Após
24 horas de incubação, o meio de tratamento foi removido, os poços foram lavados com
tampão PBS (Phosphate buffered saline) e adicionado meio sem soro e contendo o corante
MTT (0,5 mg.mL-1). Após incubação por 4 horas a 37oC, o meio foi retirado e adicionado
de 100 µl de etanol para solubilização do formazan. As placas foram agitadas por 10
minutos e a absorbância correspondente a cada poço foi lida no espectrofotômetro (ELx
800 BIO-TEK) em λ = 570 nm. Os valores foram expressos em porcentagens de redução
de MTT em relação ao controle, onde as células não foram expostas aos agentes-teste
(Mosmann, 1983).
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8.2.3 Atividade Antiviral
8.2.3.1 Linhagem Celular
A linhagem celular de rim bovino (linhagem CRIB) foi utilizada para a multiplicação
de vírus e testes de citotoxicidade, segundo Flores e Donis (1995). As células foram
cultivadas em Meio Essencial Mínimo Eagle (Eagle- MEM) suplementado com 10% de
soro bovino fetal (SFB), 10.000UI.L-1 de penicilina e 0,2 g.L-1 de estreptomicina. Para
a sua manutenção e propagação, as células foram tripsinizadas com solução de tripsina
0,20%, versene 0,25%, ressupensas em meio Eagle e distribuídas nos volumes adequados
para cada caso, mantendo-se a constante de 2,0 x 105 células.ml-1. Após 24-48 horas de
cultivo a 37oC, em estufa úmida e com 5% de tensão de CO2, as monocamadas foram
avaliadas em microscópio invertido para verificar sua formação. Foi considerado como
adequado para os testes de citotoxicidade monocamadas com 90- 100% de confluência. A
cepa viral BoHV-1 (Bovine Herpesvirus-1), pertencente à família Herpesviridae, subfamília
Alphaherpesvirinae, gênero Varicellovirus foi utilizada nos ensaios para a determinação
da atividade inibitória do surfactante. Esse vírus caracteriza-se por ser envelopado, com
uma molécula de DNA de fita dupla linear de 137kb como genoma (Roizman, 1992).
8.2.3.2 Ensaios de Citotoxicidade
Para os testes de citotoxicidade, células CRIB foram ressupensas na concentração de
2x105 células.mL-1 e 100 µL foram inoculados em placas de 96 cavidades e mantidas
em estufa úmida a 37oC e com 5% de tensão de CO2, até atingirem entre 90 a 100%
de confluências (em geral, 36 horas após o início da cultura). O surfactante foi inicial-
mente dissolvido para uma solução 125 µM, em meio Eagle-MEM com pH ajustado para
8,2, usando solução de NaOH 1M. Essa solução foi filtrada em membrana filtrante de
0,22µm e mantida a 4oC. Seguiu-se diluições do surfactante nas concentrações de 15,0
10,0 7,5, 5,0 4,0 3,0, 2,5, 1,5 e 1,0 µM em Eagle-MEM. Para o ensaio com o surfactante,
as monocamadas celulares foram lavadas por três vezes com 200 µL de Eagle-MEM e, em
cada quatro cavidades foram acrescentados 50 µL das diferentes concentrações do bios-
surfactante. Quatro concavidades foram mantidas como controle das reações e receberam
apenas Eagle-MEM. As placas foram incubadas em estufa úmida a 37oC, 5% de tensão
de CO2 e a sua visualização em microscópio invertido ocorreu após 18 e 24 horas. A
diluição do surfactante onde a monocamada se manteve sem qualquer efeito citopático foi
considerada como a concentração que não seria tóxica para as células em teste. A leitura
do teste foi realizada em microscópio invertido, e a morte celular foi considerada como
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efeito citotóxico.
8.2.3.3 Determinação da Dose Infectante da Cepa Viral BoHV-1
A cepa viral BoHV-1 (Bovine Herpesvirus-1) foi inicialmente titulada em placas de 96
cavidades com a monocamada celular com 80% de confluência. A cepa viral foi diluída em
meio Eagle-MEM, sem soro, nas concentrações de 10-1 a 10-7. Cada oito concavidades,
após três lavagens com meio sem soro fetal bovino, receberam 50µL de cada uma das
diluições da cepa viral. As placas foram incubadas em estufa úmida a 37oC e 5% de
tensão de CO2. Oito cavidades foram mantidas apenas com meio Eagle para o controle
das reações. A leitura dos testes se deu com 24, 48 e 72 horas após a inoculação das
monocamadas em microscópio invertido. O título infeccioso foi considerado como aquele
capaz de induzir Efeito Citopático (ECP), típico arredondamento e destacamento celular
de até 75% da monocamada celular, em até 72 horas. Como resultado desse ensaio, se
determinou a dose infectante para 75% da monocamada para a cepa viral BoHV-1.
8.2.3.4 Ensaios de Inibição da infecção Viral
Foram realizados dois experimentos para testar a atividade antiviral do biossurfac-
tante. Em um deles, o surfactante foi colocado em contato com a monocamada de células
CRIB e após uma hora essas células receberam 2,5TCID75% de vírus. No segundo ensaio,
o biossurfactante foi colocado em contato com a suspensão viral e uma hora depois essa
solução foi adicionada à monocamada. Para o primeiro teste, monocamadas de células
CRIB com 80% de confluência foram lavadas por três vezes com meio Eagle-MEM sem
soro. Em seguida, 50µL do surfactante nas concentrações de 1,5, 1,25, 1,0, 0,75, 0,5,
0,25 e 0,125 µM, em quadruplicata, foram adicionados sobre a células. As placas foram
incubadas em estufa úmida a 37oC, com 5% de tensão de CO2 por uma hora. Após esse
tempo, foi acrescentado em cada concavidade 50µL da cepa BoHV-1 com 2,5TCID75%.
No segundo experimento, as diferentes diluições do surfactante foram colocadas para
reagir com 2,5TCID75% da suspensão viral. Após 1 hora a 37oC, 100 µL de cada diluição
foram adicinados em quadriplicata sobre as monocamadas de células CRIB com 80% de
confluência. Como controles das reações, foram incluídos: 1) células apenas com o sur-
factante na concentração tóxica (atividade citotóxica positiva), 2) células com surfactante
na concentração não-tóxica (atividade citotóxica negativa), 3) células e meio Eagle MEM
e 4) células e 2,5 TCID75% da cepa viral.
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8.2.4 Atividade Antimicrobiana
A Concentração Inibitória Mínima (MIC) foi avaliada em microplacas de 96 cavida-
des contra os microrganismos Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
cereus, Salmonella choleraesuis, Escherichia coli, Micrococcus luteus e Enterococcus fae-
cium. As bactérias foram cultivadas a 36oC em Agar MacConkey (Merck) e o inóculo
para os testes foi preparado por diluição de massa celular em solução 0,85% de NaCl,
ajustado à escala de McFarland 0,5 e confirmada pela leitura em espectrofotômetro a 580
nm. As suspensões celulares foram, finalmente, diluídas a 104 UFC.mL-1 para serem uti-
lizadas nos ensaios de atividade. Os testes foram realizados, utilizando-se meio de cultura
Müller-Hinton em microplaca de 96 cavidades. Uma solução-estoque de 4,0 mg.mL-1 de
surfactina C14/Leu7 foi preparada em tampão Tris-HCl (pH=7.5) e filtrada em membrana
0,22 µm (Millipore). Alíquotas de 100 µL de caldo Müller-Hinton, juntamente com 50
µL da suspensão de microrganismos e 50 µL de uma solução-estoque do biossurfactan-
tes, foram adicionadas em triplicata nas três primeiras cavidades da placa. Essas três
primeiras cavidades foram submetidas à diluições seriadas, de modo que o surfactante
fosse avaliado na concentração de 1,0 a 0,1 mg.L-1. As microplacas foram incubadas a
37oC por 24 horas. Após esse período, 20 µL de uma solução 0,5% de cloreto de trifenil
tetrazolium (TTC-Merck) foram transferidos para cada cavidade e a placa re-incubada
por mais 3 horas a 37oC. A MIC foi determinada como sendo a concentração mínima
de surfactina C14/Leu7 capaz de inibir o crescimento microbiano visível, como indicado
pela coloração TCC. A ausência da coloração vermelha indica que não houve atividade
metabólica microbiana, ou seja, células mortas não são coradas por TCC.
8.2.5 Dispersão de Nanotubos de Carbono
8.2.5.1 Extração dos Biossurfactantes a partir do Extrato Bruto
Uma amostra de 10 mg do extrato bruto dos biossurfactantes foi ressuspendida em
água de cultivo de Dapnhia similis. Em seguida, a mistura foi agitada por uma hora em
agitador magnético e submetida a centrifugação por 10 minutos a 3000 rev.min-1, para
remover a porção insolúvel em água. O sobrenadante contendo os biossurfactantes foi
utilizado nos testes de dispersão dos nanotubos de carbono.
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8.2.5.2 Nanotubos de Carbono
Os ensaios de dispersão foram realizados com nanotubos de paredes múltiplas (MWCNT
C100 CNT Co., Ltd. Coréia) previamente tratados com i) HNO3 7M por 24 horas a 140oC
sob refluxo e agitação e ii) HCl 5M por 6 horas a 120oC sob refluxo e agitação. Após
o tratamento ácido, os tubos foram devidamente caracterizados e denominados NCT1.
Uma solução-estoque de 500 mg.L-1 de NCT-1 foi preparada em água deionizada para ser
utilizada nos ensaios de dispersão.
8.2.5.3 Dispersão dos Nanotubos de Carbono
Alíquotas da solução-estoque de NCT-1 foram diluídas na solução contendo o biossur-
factante, visando obter as concentrações de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 mg.L-1 em um
volume final de 20 mL. As mesmas diluições foram realizadas em água de cultivo, porém,
na ausência do surfactante e consideradas, então, controle negativo. Todas as diluições
foram submetidas ao banho de ultrasom (Cole Parmer Modelo 8891) por 15 minutos.
A estabilidade da dispersão foi monitorada em espectrofotômetro a 500 nm durante 120
horas. Os resultados foram expressos em porcentagem, em relação a absorbância medida
no tempo zero. Para o controle positivo, os nanotubos NCT1 foram também diluídos
em água deionizada. Exclusivamente, os tubos NCT-1 foram solúveis em água deionizada
devido a formação de grupos carboxílicos e imperfeições na superfície de sua estrutura,
após o tratamentos ácido. O teste de dispersão de nanotubos de carbono foi realizado no
Laboratório de Química do Estado Sólido (LQES) do Instituto de Química da Unicamp.
8.3 Resultados e Discussão
8.3.1 Ecotoxicidade Aguda sob Daphnia similis
O teste de ecotoxicidade sob o microstáceo Daphnia similis foi realizado visando um
maior entendimento sobre a toxicidade desses compostos em organismos aquáticos, no
caso de possíveis aplicações ambientais. O extrato bruto foi avaliado nas concentrações
de 1, 10, 50, 100, 250, 500, 750, 1000, 1500 e 2500 mg.L-1. A Daphnia similis é um
organismo-padrão em testes de ecotoxicologia, fácil de ser mantido em laboratório: pos-
sue um ciclo de vida curto, requer baixos volumes de amostra, além de serem organismos
bem relatados na literatura para testes de toxicologia ambiental. Através da curva dose-
resposta (Figura 8.1), pôde-se visualizar os resultados de imobilidade do microcrustáceo
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após 48 horas de contato entre o biossurfactante e o organismo-teste. O EC50 (Concen-
tração Efetiva Mediana) foi detectada na concentração de 1500 mg.L-1, ou seja, nessa
concentração foi observado que 50% dos organismos estavam imóveis. Observou-se que,
a percentagem de imobilização aumentou, gradativamente, a partir da concentração de
1500 mg.L-1 de biossurfactante. A presença comum de surfactantes sintéticos no ambiente
aquático, principalmente, como resultado de seu uso doméstico, tem resultado em muitos
estudos de toxicidade nos últimos 30 anos. No entanto, dados da toxicidade ambiental
dos biossurfactantes têm sido reportados com menos frequência e para poucas espécies
produtoras desses compostos de superfície ativa (Edwards et al., 2003).
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Figura 8.1: Toxicidade aguda do Biosurfactante Bruto produzido por B. subtillis LSFM-
05 sob Daphnia similis.
Desai e Banat (1997), Rahman e Gakpe (2008) e Muthusamy et al. (2008) afirmam
que os biossurfactantes têm ganhado importância no cenário internacional para aplicações
em recuperação melhorada do petróleo e biorremediação, devido sua alta biodegradabili-
dade e baixa toxicidade. Porém, poucos estudos foram realizados a fim de estudar qual a
concentração limite de uso desses compostos em aplicações ambientais. No presente tra-
balho, a toxicidade aguda foi explorada somente para um organismo aquático, contudo,
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esse estudo pode ser ampliado para o estudo de outras espécies aquáticas e terrestres, de
modo a se avaliar a toxicidade aguda e crônica desses surfactantes biológicos.
Edwards et al. (2003) estudaram a toxicidade ambiental de surfactantes sintéticos e
biossurfactantes para a aplicação em remediação de oleos derramados. Apesar do estudo
da ecotoxicidade dos biossurfactantes não ser muito explorado, Edwards et al. (2003)
descreveram a toxicidade aguda e crônica de seis surfactantes, sendo três biológicos e a
outra metade sintéticos. O biossurfactante emulsan foi menos tóxico contra os inverte-
brados Menidia beryllina e Mysidopsis bahia. O biossurfactante emulsan e o surfactante
Triton X apresentaram LC50 de 300 e 2-6,0 mg.L-1, respectivamente. Gustafsson et al.
(2009) estudaram o efeito algicida de um biossurfactante produzido por Pseudomonas
aeruginosa e, em adição, o efeito desse surfactante sob Daphnia magna e Daphnia pulex
também foi avaliado. O biossurfactante que foi avaliado nas concentrações de 1, 5 e 50
µg.L-1, não apresentou efeito tóxico para nenhum dos organismos-teste avaliados nessa
faixa de estudo. Nota-se que, a faixa de estudo do biossurfactante produzido por B. sub-
tilis LSFM05 (1 a 2500 mg.L-1) foi maior do que aquela relatada por Gustafsson et al.
(2009), sendo que o extrato contendo os lipopeptídios não apresentou nenhum efeito tóxico
para o Daphnia similis até a concentração de 1000 mg.L-1. Lepo et al. (1997) avaliaram a
toxicidade aguda do biossurfactante emulsan e de surfactantes sintéticos contra Menidia
beryllina. Os resultados demonstraram valores de LC50 de 343 ppm para o biossurfactante
emulsan contra 6,0 e 79,3 ppm para os surfactantes sintéticos Triton X e Corexit 9500,
respectivamente.
Vários autores se empenharam em estudar a toxicidade de surfactantes sintéticos no
objetivo de conhecer o nível de toxicidade desses compostos. Sandbacka et al. (2000)
estudaram a toxicidade de vários surfactantes sintéticos contra Daphnia magna. Dentre
eles, os surfactantes SDS (Dodecil Sulfato de Sódio) e DTA (Dodecil Trimetil Amônio)
apresentaram EC50 de 99,9 e 1,2 µM, respectivamente. Esses valores foram, significativa-
mente, menores do que o valor apresentado pelos biossurfactantes, neste capítulo, usando
testes em Daphnia similis. Isso indica níveis maiores de toxicidade aguda para os surfac-
tantes sintéticos, relatados na literatura, em detrimento aos biossurfactantes produzidos
pelo B. subtilis LSFM05. De acordo com Edwards et al. (2003), os resultados de toxi-
cidade de surfactantes, incluindo os biossurfactantes, necessitam ser comparados para se
predizer a concentração adequada para usos específicos no ambiente (dados esses que não
são encontrados na literatura científica). A magnitude dessas concentrações dependerão
da região específica, onde o composto será utilizado, das taxas de diluição, biodegradação
e considerações a respeito do tempo e profundidade da exposição desses surfactantes.
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8.3.2 Citotoxicidade em Fibroblastos de Embrião de Camundongo
BALB/c3T3
A Figura 8.2 mostra o efeito dos compostos estudados na função mitocondrial (redução
do MTT) das células BALB/c 3T3. Pode-se observar que, na faixa de concentração
analisada de 1 a 150 µg.mL-1, a surfactina padrão apresentou valor de IC50 de 95 µg.mL-1
enquanto a surfactina C14/Leu7 não apresentou IC50 nas concentrações testadas. Os
resultados sugerem que a surfactina C14/Leu7 apresentou menor potencial tóxico quando
comparado à surfactina padrão em células normais.
0 20 40 60 80 100 120 140 160
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
110
Viabilidade celular (% do controle)
Surfactina  g.mL -1
 Surfactina Padrão/Sigma
 Surfactina C 14 /Leu 7
Figura 8.2: Avaliação da citotoxicidade da surfactina C14/Leu7 e surfactina padrão/Sigma
em células BALB/c 3T3: As células BALB/c 3T3 foram tratadas com diferentes concen-
trações dos compostos por 24h. Os valores foram expressos em porcentagens de redução
de MTT da surfactina padrão () e surfactina C14/Leu7 (•) em relação ao ensaio controle,
onde as células não foram expostas aos compostos. O experimento foi realizado em placas
de 96 poços e os resultados representam as médias e desvio padrão do experimento.
A citotoxicidade da surfactina em fibroblastos foi estudada devido ao grande apelo de
aplicação desses compostos na elaboração de loções hidratantes, batons, sprays, sham-
poos e outros produtos de higiene pessoal. A surfactina é muito conhecida por seus
vários efeitos terapêuticos, incluindo efeito atividade antinflamatória, fibrinolítico e ati-
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vidade antitrombótica. No entanto, existe pouca informação a respeito de sua segurança
e toxicidade (Hwang et al., 2008). A possível toxicidade das moléculas de surfactina
constituem uma barreira para suas aplicações médicas e farmacológicas. A surfactina
possui atividade hemolítica entre 40  60 µM, segundo Dehghan-Noudeh et al. (2005).
Por outro lado, a eficácia da aplicação dos biossurfactantes têm sido alcançada em es-
calas muito reduzidas (Seydlová e Svobodová, 2008). Fassi-Fehri et al. (2007) relataram
que baixas concentrações de surfactina (25 µM) inibiram completamente o crescimento
de micoplasmas após 48 horas e, 30 µM de surfactina desencadearam uma atividade an-
tiproliferativa para células de câncer de colo (Kim et al., 2007). Hwang et al. (2008)
administraram, oralmente, surfactina nas concentrações 0, 125, 250 e 500 mg.Kg-1 em
comundongos fêmeas prenhas durante o processo de maior organogênese. No desenvol-
vimento do estudo, a surfactina não apresentou toxicidade maternal, fetotoxicidade ou
teratogenicidade. Fosfolipídios produzidos por Candida apicola e surfactina foram avali-
ados por Hirata et al. (2009), quanto à citotoxicidade em queratinócitos humanos. Nesse
estudo a surfactina apresentou IC50 de 14 µg.mL-1, enquanto os fosfolipídios apresentaram
IC50 de 26 µg.mL-1. Os surfactantes sintéticos SDS e AE (Polyoxyethylene Lauryl Ester)
apresentaram IC50 de 5,1 e 1,1 µg.mL-1, respectivamente. Isso indicou que a citotoxici-
dade dos surfactantes sintéticos era mais elevada em relação aos surfactantes biológicos
estudados pelos autores. Observou-se que a surfactina C14/Leu7 produzida por B. subti-
lis LSFM05 não apresentou IC50 na faixa de concentração estudada (0150 µg.mL-1), o
que aponta a preferência dessa molécula em detrimento da surfactina relatada por Hirata
et al. (2009) para possíveis aplicações farmacológicas. Marques et al. (2009) avaliaram
a citotoxicidade de um surfactante produzido por Rhodococcus sp. 51T7 em fibrobalstos
3T6 de camundongos, usando o método MTT (Metyltetrazolium). Nesse trabalho, os
biossurfactantes mostraram-se menos tóxicos e mais biodegradáveis do que os surfactan-
tes sintéticos. O valor de IC50 para o biossurfactante trealose lipídio foi de 117,4 µg.mL-1,
que foi próximo ao valor de IC50 apresentado pela surfactina padrão/sigma, neste capí-
tulo. Alguns autores se empenharam em descrever a toxicidade de surfactantes sintéticos,
usando fibroblastos e queratinócitos humanos. Na pesquisa realizada por Sanchez et al.
(2004) foram analisados a citotoxidade de sete surfactantes diferentes, dentre eles o SDS
e HTAB (Hexa-decyl-trimethyl-ammonium-bromide), os quais apresentaram valores de
IC50 de 63,86 e 0,78 em fibroblastos e 44,67 e 2,17 µg.mL-1 em queratinócitos humanos.
Observou-se que os valores de IC50 desses surfactantes foram menores do que aqueles
apresentados pela surfactina C14/Leu7. Arechabala et al. (1999) comprovaram o efeito
citotóxico de vários surfactantes sintéticos em cultura de fibroblastos humanos. Dentre
8.3. Resultados e Discussão 137
os surfactante analisados, o benzethorium chloride foi o mais tóxico com valor de IC50
igual a 3,5 ± 0,9 µg.mL-1, seguido pelo triton X com 41,0 ± 5 µg.mL-1. O menor valor
tóxico foi atribuído ao Tween 80 com valor de IC50 de 210,0 ± 15 µg.mL-1. Nenhum
estudo focado em explorar, especificamente, a citotoxicidade da surfactina foi encontrado,
o que ressalta a necessidade do maior entendimento da toxicidade desses compostos para
futuras aplicações biomédicas e farmacológicas.
8.3.3 Atividade Antiviral
No estudo de citotoxicidade da surfactina sob as células hospedeiras (CRIB), o sur-
factante apresentou efeito citopático até a concentração de 1,5 µM. Assim, concentrações
mais reduzidas foram avaliadas e detectou-se que, a partir de 1,25 µM, o surfactante não
mais apresentava efeito citopático para a célula após 72 horas de incubação. Logo, o
teste de atividade antiviral foi conduzido com concentrações finais de surfactante iguais
e menores que 1,25 µM. Os ensaios de atividade antiviral demonstraram que a surfactina
produzida por B. subtilis LSFM05 foi capaz de inibir a infectividade do vírus BoHV-1
(Bovine Herpesvirus-1) in vitro . No primeiro experimento, o surfactante foi colocado
em contato direto com a monocamada de células CRIB e depois receberam 2,5 TCID75%
de vírus. A concentração capaz de inibir 100% da infectividade viral foi de 0,5 µM. Dois
mecanismos podem ser propostos nessa etapa: um deles é que os surfactantes estejam
atuando na membrana da célula hospedeira, desestruturando receptores específicos para
o vírus; o outro é que os surfactantes biológicos estejam atuando na desestabilização do
envelope viral, através da emulsificação de lipídios, lipoproteínas e fosfolipídios que o
compõe.
Para certificação do mecanismo de ação dos surfactantes, um segundo teste foi rea-
lizado. Nesse teste, o surfactante foi, primeiramente, colocado em contato com a sus-
pensão viral e, depois de uma hora, essa mistura foi adicionada à monocamada celular.
A atividade antiviral contra herpesvirus se confirmou nessa segunda etapa, sendo que a
concentração de inibição de 100% da infectividade viral foi de 0,25µM, ou seja, metade
do valor apresentado no primeiro experimento. Isso indicou que o mecanismo de atuação
da surfactina deu-se pela desestruturação dos componentes lipídicos e glicoprotéicos que
constituem o envelope viral do vírus.
A surfactina é um agente ativo de superfície contra vários vírus incluindo Herpesvirus
Humano (HSV), Vírus da Imunodeficiência Símia (SIV), Calicivirus felino, Estomatite
Vesicular (VSV) e Virus da encefalomiocardite murino (Seydlová e Svobodová, 2008).
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Segundo Vollenbroich et al. (1997b), a inativação viral por surfactina foi mais eficiente
para vírus envelopado, especialmente herpesvirus e retrovirus, do que para vírus não-
envelopado. Isso sugere que a atividade antiviral é, primeiramente, devido a interação
físico-química entre o surfactante e a porção lipídica do envelope viral. A surfactina padrão
não foi avaliada, mas segundo Seydlová e Svobodová (2008), o número de carbonos na
cadeia lipídica têm influência sobre a atividade antiviral da molécula. Segundo os autores,
o aumento do comprimento e hidrofobicidade da cadeia carbônica acarreta um aumento na
capacidade de inativação do vírus. Como a surfactina padrão possui uma cadeia carbônica
ligeiramente maior, é possível que esta apresente uma maior ação antiviral em comparação
à surfactina C14/Leu7 produzida por B. subtilis LSFM05.
Huang et al. (2006) avaliaram a atividade antiviral de lipopeptídios para diferentes
tipos de vírus. O valor de EC50 para o vírus envelopado PRV foi de 22,8 µM. Itokawa
et al. (1992) ralataram atividade antiviral para a surfactina contra o vírus HIV-1 com
50% de eficácia na concentração de 14 a 20 µM. Naruse et al. (1990) demonstraram que
pumilacidina, um lipopeptídio análogo a surfactina, produzida por Bacillus pumilus exi-
biu atividade antiviral contra HSV-1 com 50% de inibição na concentração de 3464 µM.
Concentrações de até 80 µM de surfactina levou a redução de título em 44,5TCID50/ml
para HSV-1 Herpes Virus Simplex em 15 minutos, e para o SIV (Simian Immunodefi-
ciency Virus) e VSV (Vesicular Stomatitis Virus) em 60 minutos (Vollenbroich et al.,
1997b). Matanic e Castilha (2004) avaliaram a atividade antiviral de peptídios catiônicos
contra HSV-1 e HSV-2, os quais apresentaram valores de EC50 de 22.16 e 19,80 µM, res-
pectivamente. Pode-se observar que, em concentrações bem mais reduzidas, a surfactina
C14/Leu7 foi capaz de reduzir 100% de infectividade do vírus BoHV-1.
Vollenbroich et al. (1997a) avaliaram a citotoxicidade da surfactina em várias linhagens
de células humanas e animais e encontrou, em média, valores de EC50 entre 34 a 64 µM.
No entanto, somente concentrações abaixo de 10 µM não causaram nenhum efeito citopá-
tico às linhagens celulares analisadas. Huang et al. (2006) avaliaram também a atividade
antiviral de lipopeptídio contra uma variedade de vírus. Na análise de citoxicidade, o
lipopeptídio apresentou EC50 de 32,87 e 89,16 µM para células PK15 e CEF, respectiva-
mente. Vollenbroich et al. (1997b) relataram que a surfactina apresentou valores de EC50
entre 3764 µM para as células testadas, porém, para evitar quaisquer possíveis resultados
falso-positivos, os testes de infecção viral foram realizados em concentrações de surfactina
inferiores a 10 µM. Na verdade, para os testes de atividade antiviral é necessário conhecer
a concentração de surfactina na qual 100% das células hospedeiras não apresentem efeito
citopático. Vollenbroich et al. (1997b) conduziram os testes em concentrações inferiores
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a 10 µM, pois, somente nessa faixa foi observada ausência completa de efeito citopático
nas células hospedeiras. Assim, a citotoxicidade deve ser um ponto importante de análise
em testes de atividade antiviral para a surfactina e seus homólogos. Contudo, apesar da
surfactina C14/Leu7 apresentar citotoxicidade mais elevada, em comparação aos traba-
lhos já citados, foi possível observar que a atividade antiviral ainda se fez presente em
concentrações muito reduzidas de 0,25 µM após 72 horas de incubação.
De acordo com Vollenbroich et al. (1997b), vários estudos anteriores demonstraram
que as interações da surfactina com membranas celulares são responsáveis pela maioria
de suas aplicações biológicas. Investigações em modelo de membrana mostraram que a
surfactina se insere dentro da bicamada lipídica, causando mudanças de permeabilidade,
provavelmente, pela formação de canais iônicos (Maget-Dana e Ptak, 1995). Os resultados
deste capítulo estão de acordo com os trabalhos de Horowitz et al. (1988) e Kohn et al.
(1980), que relataram atividade antiviral por compostos contendo uma porção lipídica,
através da desintegralização do envelope lipídico. Meio de cultivo contendo ácidos graxos
de cadeia saturada (láurico e mirístico) foram capazes de inativar os vírus VSV e HSV-1
em concentrações variando de 220 mM, que são numa escala 103 maior do que a atividade
apresentada pela surfactina C14/Leu7.
Esse estudo inicial de citotoxicidade in vitro evidenciou que a surfactina pode afetar
a proliferação de células em concentrações acima de 1,5 µM em meio de cultura padrão.
Porém, a inativação do vírus BoHV-1 observada em baixíssimas concentrações (0,25 µM),
se torna muito importante no cenário médico e farmacêutico. Logo, a adição de surfactina
C14/Leu7 a cultura de células, géis e loções, pode ser útil na inativação e/ou proteção con-
tra contaminação viral, aumentando a segurança de processos biotecnológicos e produtos
farmacológicos.
8.3.4 Atividade Antimicrobiana
A atividade antimicrobiana foi avaliada para um grupo de bactérias pertencentes ao
banco de culturas do Laboratório de Microbiologia do CPBQA/Unicamp. Existem vários
trabalhos que relatam a propriedade antimicrobiana da surfactina, principalmente contra
bactérias. No entanto, na Tabela 8.1 pode-se observar que a surfactina C14/Leu7 não
apresentou atividade antimicrobiana para os microrganismos testados até a concentração
de 1,0 mg.mL-1.
Das et al. (2007) mostraram a atividade antimicrobiana de um lipopeptídio produzido
por Bacillus ciculans que apresentou valores de MIC de 0,5 e 1,0 mg.mL-1 contra os pató-
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Tabela 8.1: Microrganismos avaliados no teste quantitativo de atividade antimimicrobi-
ana.
Microrganismo MIC* mg/ml
Bacillus cereus >1,0
Bacillus subtilis >1,0
Candida albicans >1,0
Escherichia coli >1,0
Estreptococcus faecium ATCC10541 >1,0
Micrococcus luteus CCT2692 >1,0
Pseudomonas aeruginosa >1,0
Salmonella choleraesuis >1,0
Staphylococcus aureus CCT2740 >1,0
Staphylococus epidermides ATCC 12228 >1,0
∗MIC (Concentração Mínima Inibitória)
genos Staphylococcus aureus e Escherichia coli, respectivamente. A surfactina também foi
avaliada quanto à atividade antimicrobiana contra Pseudomonas sryngae apresentando
MIC de 25 µ.mL-1 (Bais et al., 2004). Bechard et al. (1998) isolaram um lipopeptídio
produzido por B. subtilis, que apresentou atividade antimicrobiana contra organismos
Gram-positivos (Agrobacterium vitis) e Gram-negativos (Erwinia amylovora). Porém, o
surfactante não apresentou atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Liste-
ria monocytogenes e Bacillus cereus.
Jenny et al. (1991) estudaram a atividade antimicrobiana da surfactina produzida
por Bacillus licheniformis contra bactérias, fungos filamentosos e leveduras. A maioria
dos organismos apresentou MIC de 1,0 mg.mL-1, no entanto, para o fungo filamentoso
Trichosporon cutaneum e para a levedura Saccharomyces cerevisiae, a MIC foi de 10,0
e 5,0 mg.mL-1, respectivamente. Mireles et al. (2001) relataram o papel da surfactina
na inibição da formação de biofilmes por Salmonella enterica em catéteres uretrais. Os
autores verificaram que 5µg de surfactina foram suficientes para eliminar, completamente,
a formação de biofilmes, mas o crescimento microbiano não foi afetado em nemhuma das
concentrações de surfactina estudada. Huang et al. (2007) demonstraram que lipopeptí-
dios produzidos por B. subtilis fmbj foram capazes de inibir a formação de endosporos de
B. cereus, apresentando MIC de 156,26 µg.mL-1.
Neste capítulo, observou-se que concentrações de até 1,0 mg.mL-1 não apresentaram
atividade antimicrobiana contra os 10 microrganimos analisados, porém, estudos poste-
riores poderão ser realizados para avaliar a possível influência da surfactina C14/Leu7 na
8.3. Resultados e Discussão 141
alteração da produção de compostos importantes como exopolissacarídios, toxinas, antí-
genos e até mesmo de esporos microbianos. Em futuros trabalhos, a atividade microbiana
poderá ser explorada em faixas de concentrações maiores que 1,0 mg.mL-1 de forma a
encontrar o valor de MIC da surfactina e também ampliar o estudo para outras espécies
bacterianas.
Fehri et al. (1997) estudaram o efeito sinérgico entre enrofloxacina e vários lipopep-
tídios, dentre eles, gramicidina e surfactina, contra Mycoplasma pulmonis. A atividade
contra esse microrganismo foi em média duas vezes maior em magnitude em compara-
ção ao uso individual de enrofloxacina ou surfactina. Logo, uma sugestão para trabalhos
futuros seria estudar o uso da surfactina C14/Leu7 como potencializador de antibióticos
convencionais como as fluoroquinolonas, bem como ampliar o espectro de estudo para fun-
gos filamentosos e outras espécies de leveduras, avaliando ainda sua aplicação no controle
de fitopatógenos.
8.3.5 Dispersão de Nanotubos de Carbono
Os nanotubos de carbono, provavelmente, são os nanomateriais mais estudados na
atualidade, devido às suas excelentes propriedades mecânicas. No entanto, nos últimos
anos o interesse pelas propriedades biológicas dos nanotubos tem aumentado em todo o
mundo. Porém, devido sua natureza hidrofóbica, os nanotubos de carbono possuem a
característica de se aglomerarem em agregados praticamente insolúveis em água. Essa
baixa solubilidade em soluções aquosas dificulta o estudo das propriedades biológicas
desses materias. Logo, a dispersão dos nanotubos é um pré-requisito para o estudo de suas
propriedades biológicas. Os nanotubos NCT-1 apresentaram ser praticamente insolúveis
na água de cultivo de Daphnia. Assim, o interesse deste capítulo foi relatar a aplicação
dos biossurfactantes na dispersão dos NCT1 em água de cultivo de Daphnia, de forma
que futuros testes de ecotoxicidade dos nanotubos de carbono possam ser realizados com
esse organismo-teste. A Figura 8.3 apresenta micrografias de microscopia eletrônica de
varredura e transmissão para a amostra de nanotubos NCT-1, que permitem visualizar o
perfil de aglomeração desse material.
Através da Figura 8.5, pode-se observar que três horas após a dispersão dos NCT1
em água de cultivo, a absorvância havia se reduzido a valores mínimos, inviabilizando
o contato dos nanotubos com o organismo-teste. Nesse contexto, os biossurfactantes se
apresentam como uma ferramenta para dispersar altas concentrações de nanotubos, possi-
bilitando a realização dos testes de toxicologia aquática em Daphnia similis. Observou-se
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Figura 8.3: Imagens dos nanotubos de carbono NCT-1 utilizados no estudo de dispersão:
a) Microscopia Eletrônica de Varredura e b) Microscopia Eletrônica de Transmissão.
que os valores de absorvância são bem mais elevados para a água de cultivo contendo o
biossurfactante em comparação com o controle negativo (Figura 8.4).
A leitura dos testes de toxicidade em Daphnia similis é realizada 48 horas após o
contato entre o microcrustáceo e o composto de interesse. Logo, para essa aplicação em
específico, uma estabilidade de dispersão relativamente boa é requerida nesse intervalo de
tempo, possibilitando o contato entre o organismo e os nanotubos. Através da Figura 8.4
pode-se observar que após 48 horas a estabilidade decresce, consideravelmente, sendo que
a redução foi mais acentuada para as amostras contendo maiores concentrações de NCT1.
Os biossurfactantes foram utilizados na concentração de 1000 mg.L-1, onde a percentagem
de imobilidade do organismo Daphnia similis foi nula, ou seja, na concentração que não
apresentou toxicidade como demonstrado na Figura 8.1. O uso dos biossurfactantes foi
requerida porque, como já discutido anteriormente, estes possuem uma toxicidade menor
do que a maioria dos surfactantes sintéticos. Muitos pesquisadores têm descrito processos
de dispersão de nanotubos de carbono, porém, a dificuldade de se encontrar dispersantes
de baixa toxicidade é eminente e clara.
Uma combinação do uso de ultrasonicação e adsorção de surfactantes para disper-
sar nanotubos de carbono (NTCs) foi proposta por Strano et al. (2003). O tratamento
por ultrasonicação é comumente utilizado para desmembrar agregados hidrofóbicos des-
ses materiais. Durante esse processo, falhas e imperfeições são geradas na superfície dos
NTCs, propiciando regiões para adsorção dos surfactantes, levando à separação relativa
dos tubos a partir dos agregados hidrofóbicos. Uma série de surfactantes aniônicos, cati-
ônicos e não-iônicos têm sido propostos para dispersar nanotubos de carbono. Segundo
Vaisman et al. (2006b), surfactantes iônicos são preferíveis para dispersão dos nanotu-
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Figura 8.4: Estabilidade da dispersão dos nanotubos de carbono NCT-1 em água de
cultivo contendo biossurfactante bruto produzido por B. subtilis LSFM05.
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Figura 8.5: Estabilidade da dispersão dos nanotubos de carbono NCT-1 em água de
cultivo na ausência do surfactante.
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Figura 8.6: Estabilidade de dispersão de NCT-1 em água deionizada, água de cultivo e
água de cultivo de Daphnia acrescida de biossurfactante nos tempos 3, 12 e 48 horas.
bos de carbono em soluções aquosas, enquanto surfactantes não-iônicos são requeridos
quando solventes orgânicos são utilizados. O efeito da carga iônica da cabeça polar dos
surfactantes foi investigada por Vaisman et al. (2006a), que revelaram a superioridade de
surfactantes catiônicos e aniônicos na dispersão dos tubos. Isto sugere que o mecanismo
de ação dos surfactantes iônicos é promovida pela interação eletrostática com a superfície
dos tubos, a qual é totalmente controlada por processos de purificação e funcionalização
que determinam sua carga iônica superficial final (Vaisman et al., 2006b).
Islam et al. (2003) relataram o uso de SDS (Dodecil Sulfato de Sódio) e Triton X para
se obter suspensões de NTCs de 100 e 500 mg.mL-1, respectivamente, em cada surfactante.
No entanto, a estabilidade dessa suspensão não ultrapassou uma semana. Yu et al. (2007)
estudaram o efeito da intensidade energética da ultrasonicação na dispersão de MWCNTs
(Multi-Wall Carbon Nanotubes) em solução aquosa de SDS. Os autores concluiram que
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o tempo de sonicação é dependente da concentração de surfactantes, ou seja, em altas
concentrações de surfactantes menos energia de sonicação é necessária. Um melhor resul-
tado foi obtido pelo uso do SDBS (Sodium Dodecyl Benzene Sulfonate), o qual foi capaz
de promover a estabilidade de uma dispersão, por mais de um mês, para concentrações
de até 10 ×103 mg.L-1 de nanotubos. Neste caso, a combinação entre as ligações pi  pi
dos grupos aromáticos dos surfactantes e nanotubos, juntamente com as longas cadeias
hidrofóbicas do SDBS, foram em grande parte responsáveis pela forte estabilidade da di-
persão. Estudos similares de alta estabilidades foram demonstrados com a utilização de
surfactantes análogos, como por exemplo o NADDBS (dodecylbenzenosulfato de sódio),
o qual possui duas cargas e dois anéis benzênicos (Tan e Resasco, 2005; Camponeschi
et al., 2006). Porém, mesmo conhecendo a eficiência desses surfactantes na dispersão de
nanotubos de carbono, a aplicação desses compostos é limitada devido ao seu perfil de
toxicidade (Klump et al., 2006). Logo, as implicações inerentes provindas da interação
desses surfactantes com membranas biológicas podem limitar as possíveis aplicações bi-
omédicas de complexos de nanotubos estabilizados por surfactantes sintéticos. Assim,
apesar da estabilidade apresentada no presente estudo ter sido menor em comparação
aos estudos de Islam et al. (2003) e Tan e Resasco (2005), o surfactante bruto atendeu
bem aos propósitos para dispersão dos nanotubos para os ensaios de ecotoxicidade contra
Daphnia similis. A partir desses resultados, os biossurfactantes produzidos por B. subtilis
LSFM  05 podem ser utilizados como uma ferramenta na dispersão de outras amostras
de MWCNTs e SWCNTs (Single-Wall Carbon Nanotubes), visando futuros estudos de to-
xicologia ambiental. Além disso, a estabilidade da dispersão de NCT-1 em água de cultivo
pode ser melharada com um estudo mais detalhado do tempo e tipo de ultrasonicação a
ser utilizada nos processos de dispersão. Com efeito, será possível aumentar a estabilidade
da suspensão e diminuir a proporção de biossurfactante utilizada.
Outros autores têm concentrado esforços na busca de dispersantes biologicamente com-
patíveis. Edri e Regev (2008) demonstraram a dispersão de nanotubos de carbono de
parede simples (SWCNTs) com BSA (Bovine Serum Albumim). Os autores trabalharam
com concentrações de 0  0.0365 mg.mL-1 e 0  2,0 mg.mL-1 para SWCNTs e BSA padrão,
respectivamente. No entanto, a utilização de BSA/Sigma de alto custo e concentrações
de tubo muito pequenas inviabilizaram possíveis estudos de toxicidade ambiental e até
mesmo de atividade antimicrobiana desses nanomateriais. Govindan et al. (2009) estuda-
ram o papel do ácido húmico como veículo de dispersão de SWCNTs, no caso de descarte
desses nanomateriais no solo. Através desse estudo, os autores foram capazes de descre-
ver a dinâmica molecular de ligação do ácido húmico à parede dos nanotubos. Bakota
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et al. (2009), recentemente estudaram a biocompatibilidade de peptídeos como disper-
santes de NTCs de parede simples. Os peptídeos apresentaram menor citotoxicidade em
fibroblastos de camundongos quando comparados ao surfactante SDBS. Segundo os au-
tores, as interações não-covalentes entre os peptídeos e os nanotubos contribuem para
manter as propriedades eletrônicas da superfície intactas, preservando suas propriedades
óticas e elétricas. Essa característica, unida ao seu mínimo impacto na viabilidade celular
e seu potencial para modificações químicas, fazem dos peptídeos dispersantes potentes e
biocompatíveis para a dispersão de nanotubos de carbono.
8.4 Conclusões
• O teste de ecotoxicidade aquática contra Daphnia similis apresentou valor de EC50
de 1000 mg.L-1;
• A surfactina C14/Leu7 não apresentou citotoxicidade expressiva em fibroblastos c3T3
de camundongos, sendo que o valor de EC50 não foi determinado na faixa de con-
centração estudada;
• Apesar da toxicidade um pouco elevada contra as células hospedeiras (CRIB), a
surfactina exerceu uma potente atividade antiviral contra herpesvirus bovino, que
teve 100% de sua infectividade inibida na concentração de 0,25 µM;
• A surfactina não apresentou atividade antimicrobiana até a concentração de 1,0
mg.mL-1, para todos os microrganismos avaliados;
• Devido ao seu perfil de baixa toxicidade contra Daphnia similis e sua propriedade
como agente emulsificante, os lipopeptídios se apresentaram como uma ferramenta
apropriada para a dispersão dos nanotubos NCT-1 em água de cultivo de Daphnia
similis, tornando possível o estudo de ecotoxicologia aquática desses materiais.
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Conclusões e Considerações Finais
De uma maneira geral, o objetivo desse trabalho foi selecionar uma linhagem micro-
biana capaz de produzir biossurfactantes em um substrato orgânico alternativo; purificar
e caracterizar esses biossurfactantes quimicamente; além de estudar as propriedades bio-
lógicas dessas biomoléculas. Dentre as dezenove linhagens avaliadas quanto a produção
de biossurfactantes, o microrganismo Bacillus subtilis foi aquele que apresentou, conco-
mitantemente, melhor desempenho na redução da tensão superficial, emulsificação tipo
A/O e menores valores de CMC e γCMC, quando cultivado em glicerina residual bruta.
A glicerina residual bruta é um resíduo proveniente da produção de biodiesel, que se apre-
sentou como uma fonte de carbono não-convencional e de baixo custo para a produção
de biossurfactantes por B. subtilis. O microrganismo Gordonia amicalis não apresentou
produção de biossurfactantes em meio contendo glicerina. No entanto, foi capaz de cres-
cer e produzir surfactantes em óleo diesel e óleo residual de fritura, mostrando excelentes
resultados de emulsificação tipo O/A e por isso se destacando como um microrganismo
potencialmente aplicável em processos de biorremediação.
O microrganismo B. subtilis foi selecionado e submetido a um planejamento expe-
rimental para o estudo da melhor condição de temperatura e concentração de glicerina
para a produção de biossurfactantes. A resposta CMC não apresentou diferença entre os
ensaios a um nível de confiança de 90%. Contudo, a γCMC apresentou diferença signi-
ficativa entre os ensaios a um nível de significância de 90%, possibilitando a construção
da superfície de resposta que indicou as condições de 32oC e 5% (v/v) de glicerina como
sendo as condições ótimas para a produção de biossurfactante. Em trabalhos futuros, a
metodologia de superfície de resposta poderá ser explorada para otimizar constituintes
do meio de cultivo, como por exemplo, fonte de nitrogênio, fósforo, além das condições
151
152
físicas como pH, agitação e aeração para a produção de biossurfactantes por B. subtilis.
Dentre as fermentações de 1 litro reproduzidas na condição ótima do planejamento ex-
perimental, a rotação de 250 rev.min-1 foi aquela que possibilitou maior volume de espuma
coletada, e por seguinte, maior rendimento do extrato bruto contendo o biossurfactante.
Com o aumento da escala para 10 litros, da condição de 250 rev.min-1, o rendimento do
extrato bruto foi reduzido de 0,81 a 0,69 g.L-1, sugerindo a necessidade de uma adequação
dos parâmetros experimentais durante a ampliação de escala.
A purificação dos biossurfactantes, a partir do extrato bruto, foi realizada em croma-
tografia de coluna aberta que possibilitou a separação de dois biossurfactantes distintos
do grupo dos lipopeptídios. O primeiro deles foi a surfactina, que foi caracterizada por
possuir em sua estrutura uma cadeia lipídica de 14 carbonos e uma porção peptídica con-
tendo 7 aminoácidos na sequência: GluOMe-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu. O rendimento da
surfactina purificada foi de 170 mg de extrato purificado para cada 1,0 grama de extrato
bruto submetido a purificação. O segundo lipopeptídio foi a fengicina. Através da es-
pectrometria de massa, a fengicina foi caracterizada por ser constituída de uma mistura
de homólogos A e B. A fengicina A é constituída por D-Ala, ILeu, L-Pro, D-Thr, L-Glu,
D-Tyr e D-Orn, enquanto que, na fengicina B, a Ala é substituída por Val na posição
6 da porção peptídica da molécula. Os produtos de fragmentação m/z (1080 e 966) e
m/z (1108 e 994) foram utilizados como biomarcadores para identificação de homólogos
de fengicina A e B, respectivamente. Através da espectrometria de massas foi possível
caracterizar 4 homólogos de fengicina A (m/z 1435,8, 1449,7 e 1463,8) e 2 homólogos de
fengicina B (m/z 1491,8 e 1505,8).
A surfactina denominada como surfactina C14/Leu7 foi caracterizada como um exce-
lente agente emulsificante, sendo capaz de formar emulsões com valor de com valor de
EI24h igual a 100% contra petróleo. Com base em suas propriedades físico-químicas, as
propriedades biológicas dessa molécula também foram exploradas. A surfactina C14/Leu7
não apresentou citotoxicidade expressiva em fibroblastos c3T3 de camundongos, sendo
que o valor de EC50 não foi determinado na faixa de concentração estudada. Nos testes
de atividade antimicrobiana, a surfactina não apresentou atividade até a concentração
de 1,0 mg.mL-1, para todos os microrganismos avaliados. E, apesar de apresentar uma
toxicidade um pouco elevada contra as células hospedeiras (CRIB), a surfactina C14/Leu7
exerceu uma potente atividade antiviral contra herpesvirus bovino, que teve 100% de sua
infectividade inibida na concentração de 0,25 µM. No teste de ecotoxicidade aquática,
a surfactina apresentou valor de EC50 de 1000 mg.L-1, valor esse muito maior do que a
maioria dos valores apresentados pelos surfactantes sintéticos conhecidos na literatura.
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Logo, devido ao seu perfil de baixa toxicidade contra Daphnia similis e sua propriedade
como agente emulsificante, os lipopeptídios se apresentaram como uma ferramenta apro-
priada para a dispersão dos nanotubos NCT-1 em água de cultivo de Daphnia, tornando
possível o estudo de ecotoxicologia aquática desses materiais. No futuro, as propriedades
biológicas e medicinais poderão ser exploradas para outros
Por conclusão, pôde-se estudar a produção de biossurfactantes por B. subtilis em um
substrato alternativo. O estudo em escala de bancada realizado em fermentadores foi o
primeiro passo para posteriores estudos em escala semi-piloto desse processo fermentativo.
Os estudos de purificação e caracterização possibilitaram conhecer a amostra do extrato
bruto do ponto de vista químico, o que é essencial para a continuidade dos estudos de
aplicação dos biossurfactantes, quer seja no âmbito da medicina ou nanotecnologia.
